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Résumé
Dans le sang, l’InsuÏin Growth factor I (IGF-I), médiateur de l’action
mitogénique de l’hormone de croissance (GH), voit son action régulée par la liaison à une
protéine de transport, l’IGF Binding Frotein-3 (IGFBP-3). Cette protéine est utilisée en
clinique dans le diagnostic de déficience en GH, mais il existe une variabilité
interindividuelle considérable. Des études de jumeaux ont démontré que plus de 50% de
cette variabilité était d’ordre génétique. Nos études antérieures sur des cohortes d’enfants
et d’adultes ont montré une corrélation entre le polymorphisme A!C en position -202
dans le promoteur d’IGFBP3 et les taux sériques d’IGFBP-3. Notre hypothèse est que
l’haplotype du promoteur d’IGfBF3 influence l’expression d’IGfBP-3. Nous avons fait
des transfections transitoires dans les cellules SK-HEP- 1 en utilisant des vecteurs
correspondant à divers haplotypes du promoteur d’IGfBF3 (A/C en position -202 et CIT
en -185) placés en amont du gène rapporteur luciférase. Des expériences de retard sur gel
avec des extraits nucléaires de cellules SK-HEP-1 en utilisant comme sonde différents
fragments du promoteur d’IGfBP3 ont aussi été effectuées. L’activité luciférase basale
corrigée pour l’efficacité de transfection a révélé une transcription génotype-dépendante
significative avec AC>CC, CI et AT (2.3>0.98, 1.00 et 1.06, CT fixé à 1.00). La
stimulation à l’insuline a provoqué une augmentation de l’activité luciférase semblable
pour CC et AT, mais significativement différente de AC et CT (CC=216%, AT=217%,
AC=1 56% et CT=1 64%, stimulé/non stimulé). Les essais de retard sur gel ont permis
d’identifier un site de liaison pour le facteur U$F (Upstream stimulatory factor). Cette
liaison est affectée par une méthylation du site de reconnaissance et de la région
avoisinante. De plus, une mutation du site de liaison à U$f a grandement diminué
l’activité de transcription du promoteur suite à une stimulation à l’insuline. Le
séquençage au bisulfite d’ADN génomique a révélé que la méthylation CpG dans la
région de la liaison d’USF était dépendante de l’haplotype. Nous croyons que les
polymorphismes, par leur impact sur la méthylation CpG locale, modulent l’activité de
liaison du facteur USf.
Mots-clés IGf, GH, insuline, régulation génique, U$F, croissance, oncogenèse.
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Abstract
The actions of insulin-like growth factors (IGfs) are regulated at various levels.
One mechanism involves binding to IGf Binding Protein-3 (IGFBP-3) for transport, thus
goveming bioavallability. IGFBP-3 mRNA and protein are increased by many hormones
and agents that induce apoptosis/growth. Measurement of circulating IGFBP-3 is used in
the diagnosis of GH deficiency, but there is wide interindividual variability. Twin studies
have determined that over 50% of the variability is explained by genetic factors.
Correlations are observed between IGFBP-3 serum levels and the -202 A!C and -185 C/T
prornoter polymorphisms in chiidren and aduits. functionality of these single nucleotide
polyrnorphisms (SNP5) was explored in hepatic adenocarcinoma-derived SK-HEP-1 ceils
using transient transfections of luciferase constructs driven by different haplotypes of the
IGFBP3 promoter. Beta-galactosidase correction of the basal luciferase activity revealed
a significant haplotype-dependent transcriptional activity (expression relative to CT:
AC=2.3, CC=0.98, CT=1.00, AT=1.06; p<O.O3). Insulin treatment produced a similar
haplotype-dependence of luciferase activity (AC>CC/CT/AT; p<OEO4), however
induction ratios (insulinlcontrol) for CC and AT were significantly higher compared to
AC and CT (CC=216%, AT=217% versus AC=156% and CT=164%; p< 0.03). Gel
retardation assays identified Upstream Stimulatory Factor (USF) binding to the SNP
region in a methylation-dependent maimer. Mutation ofthe USF binding site resulted in a
significant loss of insulin stimulation of luciferase activity in the transfection assay.
Bisulfite sequencing of genomic DNA revealed that CpG methylation in the region of
USF binding was haplotype-dependent. We hypothesize that SNPs, through their impact
on local CpG methylation, modulate activity of insulin-stimulated USF binding.
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1. Introduction
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2Survol de l’axe GHIIGF
L’insulin-like growth factor binding protein-3, le sujet de ce présent
mémoire, fait partie d’un système appelé communément l’axe GH/IGF-I. Cet axe
est composé de ligands, les IGF-I et —II, de récepteurs, les récepteurs d’IGf de type
I et II, de protéines de transport, les IGfBP-l à -6 et de protéases, les protéases
d’IGFBPs. Voici donc dans un premier temps un rapide survol des différentes
composantes de cet axe.
IGF-I et IGF-II
L’IGF-I et —II sont des polypeptides de 70 et 67 acides aminés
respectivement qui possèdent une grande homologie de structure avec la proinsuline
ti]. Ces deux facteurs sont retrouvés à de fortes concentrations dans le sérum de
pratiquement tous les mammifères et tous les types de cellules mammifères peuvent
les synthétiser et les exporter [2]. Lors de la vie foetale, contrairement à la vie
postnatale, l’action mitogénique de l’IGF-II est supérieure à celle de l’IGF-I et ces
actions sont indépendantes de l’hormone de croissance (GH) [2;3]. Après la
naissance, l’IGF-I devient le principal médiateur de l’action mitogénique de
l’hormone de croissance et le principal régulateur de la croissance linéaire [2;4]. Le
rôle de l’IGf-II après la naissance n’est pas encore bien défini, mais une
surexpression de l’IGF-II observée dans plusieurs tumeurs humaines lui suggère une
fonction dans le contrôle de la croissance cellulaire [5-9].
Récepteurs d ‘IGF de type I et II
L’action mitogénique des IGFs se fait via le récepteur d’IGF de type I
(IGfRI). Ce récepteur à tyrosine kinase possède une grande homologie avec le
récepteur à l’insuline [10]. L’IGFRI possède une affinité pour l’IGF-I plus grande
que pour l’IGF-II. Il possède aussi une affinité pour l’insuline, mais celle-ci est 100
fois inférieure à celle de l’IGF-I [10]. L’IGf-II possède son propre récepteur
spécifique, appelé récepteur d’IGf de type II (IGFRII). Ce récepteur est identique
au récepteur maimose-6-phosphate et n’est pas un récepteur de type tyrosine kinase.
3L’IGFRII agirait comme un facteur de clairance pour l’IGF-II en l’intemalisant.
L’IGF-II serait ensuite ciblé vers les lysosornes pour être dégradé [11].
Insutin-like growth factor binding proteins
Comme les IGFs possèdent une grande homologie avec l’insuline, ils
peuvent eux aussi se lier au récepteur à l’insuline, mais avec une affinité beaucoup
plus faible. Cependant, à cause de leur abondance dans la circulation, les IGFs
pourraient en théorie exercer un pouvoir hypoglycémiant 50 fois plus important que
l’insuline [12]. En pratique ce pouvoir hypoglycémiant est contrôlé par la liaison
des IGFs dans la circulation à des protéines de transport, les «insulin-like growth
factor binding proteins» (IGFBP5). Il existe 6 IGFBPs et l’IGFBP-3 est la plus
abondante dans la circulation. Les IGFBPs feront l’objet d’une description plus
complète dans les prochaines sections.
Protéases d ‘IGFBPs
Les protéases d’IGFBPs sont des enzymes qui peuvent cliver les IGFBPs en
des fragments plus petits qui possèdent une affinité pour les IGFs diminuée [13].
Dans le cas de l’IGFBP-3, une multitude de protéases spécifiques ont été identifiées
[14]. Parmi celles-ci, il y a le groupe des protéases à sérine qui comprend le PSA
(prostate-specific antigen) et la plasmine [15]. Il existe aussi le groupe des
cathepsines qui sont des protéinases intracellulaires agissant dans un milieu acide
[16]. Finalement, la famille des «matrix metalloproteinases proteases» (MMPs),
qui est responsable de la dégradation de composantes de la matrice extracellulaire
telles que le collagène et les protéoglycans, peut aussi cliver l’IGFBP-3 [17-19].
Plusieurs résultats indiquent que la protéolyse produit des fragments
d’IGFBP-3 avec une affinité réduite pour les IGFs, ce qui permet une disponibilité
des IGFs pour les cellules [20-22]. Par contre, d’autres résultats décrivent une
inhibition des actions des l’IGFs par des fragments d’IGFBP-3 conservant une
faible ou bien indétectable affinité pour les IGFs [21 ;23-25]. Il n’est pas encore clair
que les effets produits par les fragments protéolytiques d’IGFBP-3 soient
4entièrement reliés à la séquestration des IGFs. Il se pourrait que les fragments aient
des effets IGF-indépendants.
Structure des IGFBPs
La structure primaire des 6 IGFBPs peut être séparée en 3 domaines
distincts : le domaine N-terminal, le domaine central et le domaine C-terminal. Les
domaines N- et C-terminal possèdent une grande similarité entre les IGFBPs et
permettent la liaison avec les IGFs, tandis que le domaine central est plus variable.
Un schéma de la structure générale des IGfBPs est présenté à la figure 1. Voici
donc un survol de ces trois domaines suivi d’une description de l’interaction IGF
IGFBP.
Domaine N-terminal
Tous les précurseurs des IGFBPs possèdent une séquence-signal de 20 à 39
acides aminés en N-terminal permettant la sécrétion de la protéine et donc, toutes les
IGFBPs matures sont retrouvées de façon extracellulaire [26]. Le domaine N-
terminal regroupe de 80 à 93 acides aminés et partage une similarité d’environ 58%
parmi les IGfBPs t26]. Cette région est riche en résidus cystéine et les IGfBP-l à -
5 possèdent 6 ponts disulfures tandis qu’IGfBP-6 en forme 5.
Des études ont démontré que les ponts disulfures étaient bien formés à
l’intérieur du domaine N-terminal et non avec le domaine C-terminal, supportant
l’hypothèse que les 2 domaines ne sont pas liés entre eux [27;28]. De plus, des
données suggèrent que les résidus cystéine qui sont près entre eux dans la séquence
primaire forment préférentiellement des ponts disulfures. Par exemple, l’analyse de
fragments de digestion de la protéine IGFBP-6 a mené à l’hypothèse de l’existence
de 2 sous-domaines à l’intérieur du domaine N-terminal [28;29]. Les six premiers
résidus cystéine produiraient des ponts disulfures entre eux et les quatre résidus
suivants en produiraient d’autres, créant ainsi deux sous-domaines. Des études avec
l’IGFBP-3 de rat [30] ont démontré que les quatre derniers résidus cystéine
5formaient entre eux des pont disulfures qui se chevauchaient (Cys56-Cys69 et Cys63-
Cys89), ce qui est en accord avec la théorie des deux sous-domaines de Neuman et
al. [28]. Aussi, une image par résonance magnétique nucléaire de ce sous-domaine
chez l’IGFBP-5 humaine montrant les 2 ponts disulfiires est venue appuyer ces
résultats [31].
Dans le domaine N-terminal, on retrouve un motif (GCGCCxxC) qui est très
bien conservé parmi les IGfBPs [26] à l’exception de 1’IGFBP-6 qui présente une
séquence GCAEAEGC, d’où les 2 résidus cystéine en moins. Cependant, aucun rôle
spécifique n’a encore été accordé à ce motif Certains pensent qu’il serait impliqué
dans la liaison avec les IGFs, mais cette hypothèse est contredite par le fait que
1’IGFBP-6 conserve son affinité pour les IGFs malgré l’absence de ce motif
Domaine central
Chez les IGFBPs humaines, le domaine central consiste en une région allant
de 55 à 95 acides aminés située entre les domaines N- et C-terminal. La séquence
primaire de cette région semble propre à chaque IGfBP puisqu’il existe moins de
15% de similitude entre les IGFBPs [26]. Ce domaine agirait structurellement
comme une charnière entre les domaines N- et C-terminal. Le domaine central ne
contient aucun pont disulfure sauf pour l’IGFBP-4 qui présente un pont intra
domaine [32].
Il est intéressant de remarquer que les données recueillies jusqu’à ce jour
montrent que le domaine central subit des modifications post-traductionnelles, mais
non les domaines N- et C-terminal. Trois sites de N-glycosylation chez l’IGFBP-3
[33] et un site chez l’IGfBP-4 [34] sont retrouvés dans cette région. Il y aussi des
sites d’O-glycosylation chez l’IGFBP-5 [35] et l’IGFBP-6 [28]. De plus, les IGFBP
1, -3 et -5 sont phosphorylées dans ce domaine [36]. Des sites de clivage de la
protéine ont aussi été identifiés dans le domaine central des IGFBP-3, -4, et -5 [37-
39]. Des sites secondaires de liaison avec la sous-unité acide labile (AL$, discuté
plus bas) [40] et l’héparine [41] ont été retrouvés chez l’IGFBP-S. Finalement, un
domaine potentiel d’association cellulaire a été identifié chez l’IGFBP-3 [42].
6Domaine C-terminal
Le domaine C-terminal est très conservé et possède une similarité d’environ
34% parmi les 6 IGFBPs [26]. Il contient 6 cystéines qui forment des ponts
disulfures à l’intérieur même du domaine [29;43] entre des résidus adjacents
[27;29]. Ces 6 cystéines sont conservées parmi les 6 IGFBPs. La grande similitude
dans la séquence primaire de la région englobant les 5 derniers résidus cystéine
(environ 40%) laisse supposer que la structure tertiaire de ce domaine est conservée
parmi les IGFBPs [26].
Différents sites d’interaction ont été identifiés dans le domaine C-terminal
jusqu’à maintenant. Par exemple, l’IGFBP-l [44] et -2 [45] possèdent un motif
RGD (Arg-Gly-Asp) qui peut interagir avec l’intégrine. Un motif de 18 résidus
basiques fonctioimellement importants et qui présente une activité de liaison pour
l’héparine a été identifié pour l’IGfBP-3 et -5. Ce motif est impliqué dans
l’interaction de ces IGFBPs avec la sous-unité acide-labile [46-48] permettant la
formation de complexes ternaires dans le sérum avec les IGFs, dans les liaisons avec
les cellules et la matrice extracellulaire [46;49] ainsi que dans le transport nucléaire
[50]. Ce motif permet aussi la liaison avec la transferrine chez l’IGFBP-3 [51] et la
liaison avec le «plasminogen activator inhibitor-1 » chez l’IGFBP-5 [52]. Les
interactions concernant l’IGfBP-3 seront discutées plus en détail dans une section
entièrement consacrée à notre protéine d’intérêt.
Interaction IGF: IGF3F
La très grande similitude entre les IGFBPs remarquée lors de l’analyse de la
structure primaire a mené à la présomption que les IGFBPs possédaient la même
structure tertiaire, et par conséquent le même domaine de liaison aux IGfs.
Cependant, l’identification précise du domaine de liaison aux IGFs pour chaque
IGFBP fait encore l’objet de recherches et de discussions. Il semble de plus en plus
évident que les séquences et les résidus importants pour la liaison avec les IGFs
varient d’une IGfBP à l’autre. Certains groupes croient que c’est le domaine N-
7terminal qui est important pour la liaison avec les IGFs tandis que d’autres pensent
que c’est le domaine C-terminal qui permet cette interaction.
D’un côté, des études utilisant des fragments d’IGFBP comprenant le
domaine N-terminal ainsi que l’observation d’une perte d’activité de liaison aux
IGFs lorsque ce domaine est supprimé viennent souligner l’importance du domaine
N-terminal. De plus, des études de cristallographie, de résonance magnétique
nucléaire et d’interaction hydrophobe/hydrophile chez l’IGFBP-3 et -5 viennent
appuyer cette hypothèse [31;53-56].
De l’autre côté, des études avec des fragments C-terminaux de différentes
longueurs ont montré des affinités variantes pour les IGFs [57]. Aussi, une perte
d’activité de liaison avec les IGFs a été observée pour des mutants de délétion dans
le domaine C-terminal [27;58].
En considérant toutes ces données, il devient évident que les deux domaines
contribuent à l’activité de liaison aux IGFs en agissant comme deux structures
distinctes qui créent une région permettant la liaison aux IGFs en se coordonnant
dans l’espace avec l’aide entre autre du domaine central [59-62].
Cependant, il n’est pas possible de généraliser parmi les IGfBPs quant à la
structure de la cavité permettant l’interaction avec les IGfs. Par exemple, plusieurs
travaux indiquent que le site de liaison avec les IGFs se trouve principalement dans
le domaine C-terminal chez l’IGfBP-2 [27;57;63;64] tandis que pour l’IGFBP-3, il
semble que les domaines N-terminal [31;53-56] et C-terminal [65;66] soient
importants pour la liaison aux IGf s.
Pour terminer, soulignons que dans toutes les études sur les interactions
IGF: IGFBP, le domaine central n’a jamais été cité comme faisant partie du site de
liaison des IGFs pour aucune IGFBP. La figure Ï nous montre la structure générale
des IGFBPs ainsi que les interactions avec l’IGF-I.
$Figure 1. Structure générale des IGFBPs. Les extrémités N- et C-terminales
forment une cavité permettant l’interaction avec les IGFs. Les sites de liaison pour
plusieurs protéines sont indiqués. (Figure tirée de Firth et al. [67])
Les Insulin-like Growth Factor Binding Proteins-1, -2, -4, -5 et -6 et l’ALS
Chez l’adulte, de 80 à 85% des IGFs circulent sous la forme d’un complexe
ternaire de l5OkDa [68]. Ce complexe est composé d’IGf-I ou II, de l’Insulin-like
Growth Factor Binding Protein-3, l’IGFBP la plus abondante dans la circulation
[69], ainsi que d’une sous-unité acide-labile (AL$). Les IGFs circulants se
retrouvent aussi complexés à d’autres protéines de liaison (IGFBP-1, -2, -4, -5 et -
6), mais à des niveaux plus faibles. Ces 6 IGFBPs ont des structures semblables et
lient les IGF-I et —II avec une haute affinité [70;71]. Cette présente section est un
résumé de ce qui est connu au sujet des IGFBP-l, -2, -4, -5 et -6. L’IGFBP-3 fera
l’objet d’une étude plus exhaustive dans la prochaine section.
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L’IGFBP-l est présente à de faibles concentrations dans le sérum humain
chez l’adulte et elle est la protéine de liaison retrouvée en plus grande quantité dans
le liquide amniotique humain [72]. L’IGFBP-l possède une affinité égale pour IGF
I et IGf-II. Les niveaux d’IGFBP-l varient tout au long du développement. Ces
derniers sont élevés dans le sérum foetal, mais sont 10 fois moindres dans le cordon
placentaire à terme. Ces niveaux diminuent après la naissance pour atteindre ceux
bas et stables observés durant la puberté [73;74].
Chez l’adulte, la majeure partie de l’expression d’IGFBP-l est observée
dans le foie et cette expression est hautement régulée par le statut métabolique, qui
est un reflet de la variation des niveaux d’insuline dans le sang [75;76]. Le jeûne
[77], le diabète [78] et l’exercice prolongé [79], des conditions associées à des
niveaux d’insuline diminués, augmentent les niveaux sériques d’IGFBP-l. Les
niveaux élevés observés pour le jeûne peuvent rapidement être renversés par une
réalimentation [77;80] tandis que ceux observés pour le diabète peuvent être rétablis
par un traitement avec l’insuline [75;78].
En plus de l’insuline, l’hormone de croissance semble réguler les niveaux
sériques d’IGfBP-l puisque des niveaux élevés d’IGfBP-3 sont observés chez les
enfants et les adultes avec des déficiences en hormone de croissance [77;81].
Par des expériences in vitro, il a été montré avec les cellules d’hépatomes de
rat H4-II que la transcription du gène codant pour IGFBP-l était activée par le
dexarnéthasone [82;83], l’AMP cyclique [84] ainsi que les esters phorbol [85]. Par
contre, l’insuline inhibait l’IGFBP-l ainsi que l’ARNm de 90% dans les cellules
H4-II [83]. Cette inhibition a été observée aussi chez des hépatocytes de rat [86],
des explants de foies foetaux humains [87;88] et des cellules d’hépatocarcinomes
humains HepG2 [89-91].
Le gène codant pour IGfBP-1 se trouve dans la région 7p14-12 du
chromosome 7, à environ 20kb du gène codant pour IGfBP-3 avec une orientation
queue à queue [92;93]. Le gène s’étend sur 5,2kb et contient 4 exons [93;94].
Plusieurs éléments de régulation sont retrouvés dans la région promotrice de
la transcription. On retrouve une boîte TATA située à 28 nucléotides en amont du
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site d’initiation de la traduction [95]. Cependant, il a été démontré que le site
d’initiation de la transcription se trouve au nucléotide -155 en amont de l’ATG
initiateur [94]. Parmi les autres éléments-cis de régulation, notons une séquence
CCAAT pouvant lier le facteur de transcription C/EBP en position -72 par rapport
au site d’initiation de la transcription [95]. L’activité promotrice basale semble
régulée par un élément-cis pouvant lier le facteur nucléaire hépatique 1 (HNF-1)
[95;96]. Notons de plus un motif CGTA, entre les nucléotides -263 et -259, qui
régule les effets de l’AMP cyclique [97], deux éléments de réponse aux
glucocorticoïdes situés dans les 200 nucléotides en amont du site d’initiation de la
transcription [9$] ainsi qu’un élément de réponse à l’insuline (IRE) entre les
nucléotides -416 et -407 [99; 100]. Cette séquence, qui correspond à un palindrome,
a d’abord été identifiée dans le promoteur du gène de la PEPCK [101;102]
(phosphoenolpyruvate carboxykinase), une enzyme importante dans la
gluconéogénèse [103]. Les gènes codant pour l’IGFBP-l et la PEPCK possèdent
une régulation hormonale très semblable, ce qui est consistant avec le rôle prétendu
d’IGFBP-l dans l’homéostasie du glucose [104].
IGFBF-2
Dans le sérum foetal humain, l’IGFBP-2 est la plus abondantes des IGFBPs à
mi-gestation [105]. À la naissance, les niveaux circulants d’IGFBP-2 sont 4 fois
plus élevés que durant la vie adulte, mais demeurent inférieurs aux niveaux
circulants d’IGfBP-3 [105;106].
Chez l’adulte, les niveaux circulants d’IGFBP-2 sont augmentés par le jeûne,
une déficience en hormone de croissance, l’infusion d’IGF-I et par l’hypoglycémie
induite par tumeur [106-10$].
In vitro, peu de modèles cellulaires ont démontré une expression régulée
d’IGfBP-2. Les myoblastes de souris C2C12 et les cellules myogéniques satellites
de dinde ont montré une diminution de l’expression d’IGfBP-2 durant la
différentiation [109;1 10]. Dans les hépatocytes primaires de rat, une inhibition de
l’expression par l’insuline et une stimulation de l’expression par l’acide rétinoïque
ont été observées [111;112].
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Le gène codant pour l’IGFBP-2 se trouve dans la région 2q33-34 du
chromosome 2 et possède 4 exons [1 13;1 14]. Le gène couvre une région d’environ
32kb et le premier intron en couvre à lui seul 27kb [114;115]. Le promoteur
minimal consisterait en la région comprise entre les nucléotides -521 et +112 par
rapport au site d’initiation de la transcription et ne comporterait pas de boîte TATA
[115].
Peu d’éléments-cis de régulation ont été identifiés jusqu’à ce jour sur le
promoteur d’IGfBP2. Les principaux éléments sont trois boîtes GC indépendantes
situées entre les nucléotides -89 et -41. La liaison du facteur de transcription Spi à
ces éléments est essentielle pour l’activation du promoteur dans les cellules de foie
de rat BRL-3A et les cellules humaines embryonnaires de rein 293 [1 16;1 17]. Une
quatrième boîte GC, entre les nucléotides -139 et -130, semble aussi importante
dans les cellules BRL-3A [116]. Deux autres régions, entre les nucléotides -493 et -
423 et entre les nucléotides -291 et -188, semblent importantes dans la régulation du
promoteur d’IGFBP-2 chez le rat [116], mais les éléments-cis de régulation n’ont
pas encore été identifiés.
IGFBF-4
L’IGFBP-4 se retrouve à de faibles concentrations dans le sang et est aussi
synthétisée localement par les cellules osseuses humaines [1i$;119]. L’IGFBP-4
semble impliquée dans le métabolisme osseux puisqu’elle est un puissant inhibiteur
de l’action des IGFs dans l’os[l 19].
Peu de choses sont connues quant à la régulation in vivo de l’expression de
l’IGFBP-4 chez l’humain. Cependant, chez le rat, l’IGfBP-4 est principalement
synthétisée par le foie [120], mais est retrouvée dans une multitude de tissus comme
le cortex cérébral, l’hypothalamus, l’estomac, le rein, le poumon, le coeur, le
testicule et la glande surrénale [121].
In vitro, l’IGFBP-4 est une des IGFBPs les plus synthétisées par les
ostéoblastes et est un puissant inhibiteur de leur prolifération [119]. Dans ce modèle
cellulaire, l’expression d’IGFBP-4 est régulée par plusieurs agents ostéotropiques
tels que l’hormone parathyroïdienne, la 1 ,25-dihydroxyvitamine D3 et la «bone
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morphogenetic protein-7» [122;123]. Dans les chondrocytes humains, la
prostaglandine E2 et la ionomycine, un ionophore de calcium, ont stimulé de 3 à 4
fois la synthèse d’IGFBP-4 et de son ARNm [124]. Dans les cellules humaines
$aOS-2, l’hormone parathyroïdienne, mais non le 17f3-estradiol, a augmenté
l’ARNm d’IGfBP-4 [125]. Dans les cellules ostéoblastiques de souris, l’hormone
thyroïdienne ainsi que l’acide rétinoïque ont induit la synthèse d’IGfBP-4 [126].
Le gène codant pour IGFBP-4 se retrouve dans la région 17q1-21 du
chromosome 17 [127;128]. La région proximale de 1,3kb du promoteur, l’exon 1
ainsi qu’une partie de l’intron 1 ont un contenu riche en résidus CG, formant ainsi
des îlots CpG [129]. Le promoteur contient une boîte TATA située à -229
nucléotides en amont du site d’initiation de la traduction [130]. Des éléments de
réponse putatifs pour les facteurs de transcription AP-1 et Egr-1 (« early growth
response factor-1 ») ainsi que des boîtes GC seraient présents le long du promoteur,
mais leur activité n’a pas encore été démontrée [130].
JGfBF-5
Chez l’humain, l’IGfB-5 circule à des niveaux équivalents à environ 15% de
l’IGFBP-3 circulant et est la principale IGFBP emmagasinée dans les os [130-132].
Les niveaux sériques et osseux diminuent de l’enfance jusqu’à l’âge adulte [130-
132]. Comme pour l’IGFBP-3, l’IGFBP-5 peut former un complexe ternaire avec
l’IGF-I ou -II et la sous-unité acide-labile et on estime que 55% de l’IGFBP-S
circulant se retrouve sous la forme de ce complexe [133].
Une régulation dynamique de l’expression d’IGFBP-5 a été observée dans
les ostéoblastes préparés à partir de cellules pariétales de foetus de rats (cellules ob).
La production d’ARNm d’IGFBP-5 dans ces cellules était augmentée par l’acide
rétinoïque, l’IGF-I, la prostaglandine E2 et par l’interleukine-6 en présence de son
récepteur soluble [134-137]. L’ARNm était diminué avec l’utilisation de TGF-f31
(« transforming growth factor- f31 »), de FGF-2 (« fibroblast growth factor-2 »), de
PDGF-BB (« platelet-derived growth factor-BB ») et de cortisol [13$;139]. L’IGF-I
a aussi induit la transcription d’IGFBP-S dans les cellules de muscles lisses d’aorte
de porc [140]. Dans les liguées cellulaires de rnyoblastes de souris C2 et C21, la
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différenciation cellulaire a provoqué une induction de la transcription d’IGFBP-5
t141;142].
Le gène codant pour l’IGFBP-5 se retrouve dans la région 2q33-34 du
chromosome 2 et est situé de 20 à 40kb du gène codant pour l’IGFBP-2 dans une
orientation queue à queue [143]. Le gène est composé de 4 exons et couvre une
région de 33kb et dont environ 25kb sont compris dans le premier intron [143]. Le
site d’initiation de la transcription est situé à 722 nucléotides en amont du site
d’initiation de la traduction. Le promoteur d’IGFBP5 contient une boîte TATA et
une boîte CAAT situées respectivement à -33 et -73bp en amont du site d’initiation
de la transcription. Il existe une très grande conservation du promoteur d’IGFBF-5
entre l’humain, le rat et la souris. En effet, les 200 premiers nucléotides de chacun
des promoteurs sont identiques entre eux à 90%, y compris une conservation
complète de la boîte TATA, de la boîte CAAT et d’un élément de réponse putatif
pour le facteur de transcription AP-2 [143-145].
Dans les fibroblastes dermiques de foetus humains GM-10 et les cellules
hépatiques HepG2, l’expression du facteur de transcription AP-2 a activé le
promoteur d’IGFBF-5 par une liaison à un élément de réponse pour AP-2 situé entre
les nucléotides -47 et -39 t146]. Dans la lignée cellulaire myogénique C21, la région
proximale du promoteur de souris (-156 à +120) a contribué à plus de 70% de
l’activité maximale et semblait impliquée dans l’activation du promoteur lors de la
différenciation cellulaire [142]. Dans les cellules ob, le cortisol a inhibé l’activité
transcriptionnelle du fragment -70 à +l2Opb du promoteur de souris et cette
inhibition est levée lorsque la boîte E située entre les nucléotides -56 et -51 est
mutée [139].
IGFBP-6
L’IGfBP-6 est présente dans le sérum humain à de faibles concentrations, ce
qui rend difficile l’étude de la régulation de son expression t147]. Elle est aussi
retrouvée dans le liquide cérébrospinal [14$]. L’IGfBP-6 a aussi été isolée à partir
de milieux conditionnés de fibroblastes humains de poumons transformés [149] ou
non [150] par SV-40 ainsi qu’à partir de cellules d’ostéocarcinomes humains U-2
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[151]. Chez le rat, des expériences de « Northern Blot» ont montré que l’ARNm
d’IGFBP-6 était exprimé de façon ubiquitaire dans tous les tissus étudiés [152].
Chez le rat, la FSH (« follicle-stimulating hormone ») et l’estrogène ont
diminué l’expression ovarienne de l’IGfBP-6 [153]. In vitro, le cortisol et l’acide
rétinoïque ont augmenté l’expression d’IGFBP-6 dans les cellules de cuir chevelu
de foetus de rats [154;155].
Le gène codant pour 1’IGFBP-6, qui se trouve sur le chromosome 12 dans la
région 12q13, est composé de quatre exons et s’étend sur 4,7kb [152;156]. Le
promoteur d’IGfBP-6 ne contient pas de boîte TATA et de boîtes riches en GC,
mais possède un élément de réponse à l’acide rétinoïque situé entre les nucléotides -
27 et -1 et il a été montré que l’acide rétinoïque régule l’activité du promoteur
[152;156].
ALS
Contrairement aux IGFBPs, 1’AL$ est retrouvée presque exclusivement dans
le sérum [157]. L’ALS est indétectable dans le sérum foetal à 27 semaines de
gestation, mais est présente à la fin de la vie foetale. Elle est à des niveaux 5 fois
plus élevés à la puberté qu’à la naissance et les niveaux demeurent pratiquement
inchangés durant la vie adulte [157;15$]. À l’âge adulte, l’ALS circule de 2 à 3 fois
en excès molaire par rapport à 1’IGfBP-3 et c’est ce qui explique la grande quantité
de complexes ternaires dans le sang [69;157].
Chez le rat adulte, l’expression de l’ALS est faite majoritairement par les
hépatocytes et une faible quantité est produite par les cellules épithéliales du tubule
proximal du rein [159]. Après la naissance, durant les premiers jours de vie,
l’expression hépatique de l’ALS est rapidement augmentée et l’hormone de
croissance en est un puissant inducteur [69;159-1611.
Chez l’humain adulte, les niveaux circulants d’ALS sont diminués chez des
patients souffrant d’une déficience en hormone de croissance (GH) ou d’un défaut
dans le récepteur à la GH, ainsi que chez des patients recevant une infusion
chronique d’IGF-I, probablement via une inhibition de la sécrétion de GH
[157;162;163]. D’autres conditions peuvent aussi diminuer les niveaux circulants de
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l’ALS à la fois chez l’humain et le rat: le jeûne, la sous-alimentation, une blessure
par brûlure et certaines maladies cataboliques telles que le diabète et la cirrhose
[160;164-169].
Dans les cultures primaires d’hépatocytes de rat, le dexamethasone, l’AMP
cyclique ainsi que l’EGF (« epidermal growth factor ») ont diminué la sécrétion
d’ALS principalement en réduisant la production d’ARNm [170;171]. Ces
observations pourraient expliquer la diminution de synthèse d’ALS dans les cas de
brûlures et de cirrhose du foie car une augmentation en glucocorticoïdes et en AMP
cyclique a lieu dans ces situations [167;16$].
Aussi, une insuffisance en insuline pourrait être la principale cause de la
diminution de la synthèse d’ALS dans les conditions de jeûne, de sous-alimentation
et de diabète puisqu’il a été montré que l’insuline stimulait la sécrétion d’AL$ de
façon post-traductionnelle dans les cultures primaires d’hépatocytes de rat [170].
Le gène codant pour l’ALS se retrouve sur le chromosome 16 dans la région
16p13.3, possède deux exons et couvre une région d’environ 4,5kb t172;173]. Le
promoteur ne contient pas de boîte TATA, de séquences initiatrices ou de boîtes
riches en GC [172;174]. Le mécanisme d’initiation de la transcription demeure
encore inconnu.
L’hormone de croissance stimule la transcription du gène via un élément de
réponse situé sur le promoteur entre les nucléotides -575 et -567 par rapport au site
d’initiation de la traduction [173]. Cet élément a été appelé AL$GAS1 à cause de sa
ressemblance avec la séquence consensus pour le «y-interferon activated
sequence» (GAS) [175]. Même si les promoteurs de rat, de souris, d’humain et de
mouton montrent une faible homologie, il y a une complète conservation de la
séquence AL$GAS1 entre les espèces [173;175;176].
L’Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3
L’IGFBP-3 est l’IGFBP la plus abondante dans la circulation chez
l’humain adulte [69]. À la naissance, les niveaux circulants sont au tiers de ceux
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observés chez l’adulte [105]. Les niveaux augmentent dès la naissance pour
atteindre des sommets durant la puberté [177-179]. L’expression de Y’IGfBP-3
circulant se fait dans le foie, mais la plupart des autres tissus peuvent synthétiser
localement l’IGfBP-3 [3].
Tel qu’indiqué plus haut, de 20 à 25% des IGFs circulants se retrouvent sous
la forme d’un complexe ternaire de 1 5OkDa qui comprend l’IGFBP-3 et la sous-
unité acide-labile [6$]. La formation du complexe permet d’augmenter
considérablement la demi-vie de l’IGf-I, la faisant passer de 10 minutes à 12 heures
[180]. Les capillaires sont imperméables à ce complexe, le rendant inaccessible aux
tissus. La formation du complexe s’effectuerait dans le foie, où les trois
composantes sont synthétisées, assurant ainsi la formation de ce complexe dans le
sang qui circule dans les sinusoïdes du foie [159;181]. Les IGFs et l’ALS sont
produits par les hépatocytes tandis que Ï’IGFBP-3 provient principalement de
macrophagocytes stellaires appelés cellules de Kupffer qui se trouvent dans les
sinusoïdes du foie.
L’ALS circule en excès molaire (environ 250nM) par rapport à l’IGFBP-3
(environ lOOnM), qui elle circule en excès molaire par rapport à IGf-I, mais à
concentration égale par rapport à l’IGF-I et l’IGF-II combinés [182]. Étant donné la
faible liaison ALS-IGfBP-3 (constante d’association: 2,5 X1O8L/mol) [183], il est
fort probable que la dissociation se fasse aisément au contact de la surface
endothéliale des vaisseaux sanguins avec l’aide de glycosarninoglycans associés à
cette surface, permettant ainsi le transport des IGFs aux tissus [184].
Mis à part l’AL$, l’IGFBP-3 peut interagir avec plusieurs autres protéines.
Via un motif de liaison à l’héparine dans le domaine C-terminal de la protéine,
l’IGFBP-3 peut lier l’héparine et d’autres glycosaminoglycans, de même que des
protéoglycanes à la surface cellulaire [49;185;1$6]. Il a été montré aussi que le
fibrinogène, la fibrine et le plasminogène se liaient avec haute affinité à ce domaine
avec l’IGfBP-3 complexée ou non avec l’IGF-l tl$7;1$$]. De plus, la fibronectine
a aussi été identifiée comme un partenaire de liaison avec l’IGFBP-3 complexée ou
non avec l’IGF-I. Comme toutes les protéines décrites plus haut sont impliquées
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dans la coagulation du sang, ces résultats suggèrent que l’IGFBP-3 pourrait
concentrer l’IGf-I aux sites de blessures et, après protéolyse, l’IGF-I libéré pourrait
exercer ses effets mitogéniques.
Fonctions dépendantes des IGFs
L’inhibition de l’action des IGFs par l’IGFBP-3 a été démontrée dans
plusieurs systèmes [3]. Par exemple, l’ajout d’un sérum contenant des IGfBPs
endogènes et en plus enrichi avec de l’IGFBP-3 a inhibé l’incorporation du glucose
dans des cellules adipeuses [189]. L’inhibition des effets de l’IGf-I a été observée
entre autres dans des fibroblastes humains de peau [190] et dans les fibroblastes de
souris BALB/c 3T3 [191] lorsque les cellules étaient co-traitées avec IGF-I et
IGFBP-3. Par sa grande affinité de liaison, l’IGFBP-3 séquestrerait l’IGf-I,
empêchant l’activation par autophosphorylation de l’TGFRI induite par l’IGf-I [65].
Il a aussi été démontré que l’IGfBP-3 pourrait interagir avec l’IGfRI, ce qui
empêcherait la liaison de l’IGF-I avec son récepteur [192]. Cependant, un lien
physique direct n’a pas encore été prouvé entre l’IGFBP-3 et le récepteur.
Paradoxalement, plusieurs résultats indiquent que l’IGFBP-3 peut aussi
accentuer les effets de l’IGF-I [3]. Par exemple, une préincubation de cellules avec
l’IGFBP-3 avant un traitement avec l’IGF-I a conduit à une accumulation d’IGFBP
3 liée aux cellules ayant une affinité diminuée pour IGF-I, ce qui aurait accentué la
présentation de l’IGF-I au récepteur de type I [190;193;194]. Cependant, ce
mécanisme n’a jamais été prouvé clairement et d’autres résultats montrent que
l’IGFBP-3 liée aux cellules pourrait quand même diminuer les effets médiés par
l’IGf-I [195].
D’autres résultats montrent aussi l’accentuation des effets de l’IGF-I. Par
exemple, deux études suggèrent que l’IGFBP-3, par sa liaison avec l’IGF-I, pourrait
protéger les cellules de la diminution de l’expression du récepteur d’IGF de type I
régulée par l’IGF-I [196;197]. Aussi, il a été montré récemment que les effets
d’accentuation de l’IGFBP-3 pourraient être régulés par la voie de signalisation de
la P13-kinase [198].
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fonctions indépendantes des IGFs
Depuis quelques aimées, il devient de plus en plus clair que l’IGFBP-3 peut
exercer une influence sur les cellules par des mécanismes qui ne requièrent pas les
IGFs.
Le principal intérêt a été d’étudier la capacité de l’IGFBP-3 à induire ou à
moduler l’apoptose de façon indépendante des fonctions de survie de l’IGF-I t199].
Dans les cellules de cancer du sein Hs 578T, il a été montré que l’inhibition de la
croissance cellulaire provoquée par la 1 ,25-dihydroxyvitamine D3 était
accompagnée par une augmentation de l’expression de l’IGFBP-3 et que ces effets
semblent indépendants des IGFs puisque cette lignée cellulaire ne répond pas aux
IGFs [200]. Pour supporter ces données, une inhibition de la croissance de cellules
prostatiques cancéreuses LNCaP dans un milieu sans IGfs par la 1,25-
dihydroxyvitamine D3 a été observée et incluait l’induction de 1’IGFBP-3 [201].
Une autre preuve a été l’utilisation d’une lignée cellulaire de fibroblastes de souris
ne contenant pas de récepteurs d’IGF de type I [202]. Dans ce modèle, l’IGFBP-3,
soit par un traitement exogène ou par une transfection dans les cellules, a
considérablement augmenté le niveau basal d’apoptose.
Il semble de plus en plus évident que l’IGfBP-3 puisse provoquer l’apoptose
par elle-même et aussi augmenter les effets apoptotiques de radiations ionisantes, de
radiations UV ou de drogues de chimiothérapie, tous des agents qui créent des
dommages à l’ADN [203-206]. Il semble que l’IGFBP-3 puisse agir sans p53
puisque des transfections d’IGFBP-3 dans les cellules T47D, des cellules de cancer
du sein MCF-7 mutantes pour p53, ont induit l’apoptose [203].
Les mécanismes intracellulaires qui médient les effets proapoptotiques ne
sont pas encore connus, mais il semble qu’une augmentation des protéines
proapoptotiques Bax et Bad et une diminution des protéines antiapoptotiques Bel-2
et Bcl-xL soient impliquées dans le mécanisme [203].
Il y a aussi les fragments d’IGFBP-3 qui semblent avoir des effets
indépendants des IGfs. Par exemple, le clivage de l’IGFBP-3 par la plasmine
produit un fragment N-terminal de 1 6kDa qui ne lie pas l’IGF-I. Ce fragment s’est
avéré aussi efficace que l’IGfBP-3 intacte pour inhiber l’induction de la synthèse
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d’ADN par 1’IGF-I dans les fibroblastes d’embryons de poulets [21]. Il a été
démontré par la suite que le fragment de 1 6kDa, mais non l’IGFBP-3 intact, pouvait
inhiber l’action mitogénique du facteur de croissance fibroblastique dans des
fibroblastes de souris invalidés pour l’IGFRI [207]. Ce fragment a même pu induire
l’apoptose dans les cellules MCF-7 t208].
Surexpression d ‘IGfBF-3 chez la souris
Jusqu’à ce jour, quatre modèles de souris surexprimant l’IGFBP-3 humaine
ont été étudiés dans la littérature. Le tableau I dresse un portrait des différents
phénotypes associés à chacune des souris transgéniques. Fait intéressant, pour les
deux modèles de souris exprimant de façon ubiquitaire l’IGFBP-3, les niveaux
circulants d’IGF-I ont été augmentés de 1,4 fois par rapport aux souris sauvages
[209]. De plus, les niveaux circulants d’IGF-I libre ont été augmentés de 1,8 fois
bien que le phénotype prédominant observé démontrait une diminution de l’action
de l’IGF-I [210]. Comme l’expression d’IGFBP-3 est ubiquitaire, le phénotype que
l’on observe chez ces souris pourrait être causé par les actions locales sur les tissus
de l’IGFBP-3 plutôt que par une perturbation dans les niveaux circulants d’IGF-I.
Cependant, il faut être prudent avec les valeurs d’IGF-I libre puisqu’il n’est pas
encore clair que la technique de dosage de l’IGF-I utilisée soit efficace en présence
de niveaux anormalement élevés d’IGFBP-3 dans le sang, environ 17 fois plus que
chez la souris sauvage [209;211].
Les résultats obtenus avec la souris transgénique MT-IGFBP-3 sont
intéressants. En effet, l’expression du transgène n’a lieu que dans le rein, le petit et
le gros intestin. Le niveau d’expression du transgène dans ces organes est assez
faible. Malgré cela, l’expression transgénique d’IGFBP-3 dans ces tissus a provoqué
une organomégalie du foie, de la rate et du coeur [212], ce qui nous montre tout
l’impact que peut avoir IGFBP-3 sur la croissance et le développement d’un organe.
Il reste encore beaucoup de choses à explorer avec les souris transgéniques.
Tout d’abord, il serait important d’approfondir les techniques permettant la mesure
de l’IGF-I libre. Cela pourrait permettre de déterminer par exemple si
l’hyperglycémie observée chez les souris transgéniques est causée par une
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séquestration de l’IGF-I libre dans la circulation par l’IGFBP-3. Il serait important
aussi d’obtenir un modèle de souris dans lequel l’expression du transgène n’aurait
lieu que dans le foie. Cela permettrait d’étudier les effets de l’IGfBP-3 dans la
circulation sans que les effets tissulaires de l’IGFBP-3 interviennent.
Pour terminer, un petit mot sur les souris invalidées pour le gène d’igfbp3. Il
semble que des souris «lmockout» aient été obtenues, mais jusqu’à ce jour, aucun
article n’a été publié à ce sujet. Il en a été cependant question lors d’un congrès et il
semble que le phénotype résultant de l’invalidation ne soit pas simple, probablement
à cause de la redondance des autres IGFBPs [315].
Tableau I: Phénotypes des souris transgéniques surexprimant 1’IGfBP-3
humaine
Constructiona Expression Phénotype
[poids à la naissance, retard de croissance, J,de la
PGK-IGFBP-3 Ubiquitaire portée, hyperglycémie, intolérance au glucose,
tforrnation osseuse, tresorption osseuse
[209;210;213]
.jpoids à la naissance, retard de croissance, mais
rattrapage après puberté, de la portée,
CMV-BP-3 Ubiquitaire hyperglycémie, intolérance au glucose, résistance à
l’insuline, tformation osseuse, résorption osseuse
t adiposité [209;2 1 0;2 13]
MT-IGFBP-3 Rein, petit et Organomégalie de la rate, du foie et du coeur [212]gros intestin
Cellules . . .
, . . grosseur des alveoles, inhibition de la glande a
epitnenaiesWAP-IGFBP-3 . declencher le remodelage et 1 apoptose
mammaires
. programmes apres sevrage [214]durant lactation
apGK promoteur de la phosphoglycérate kinase I; CMV, promoteur du
cytomégalovirus; MT, promoteur de la métallothionéine; WAP, promoteur de «
whey acidic protein ».
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Dosage cl ‘IGFBF-3 : variation selon 1 ‘ôge, le sexe et te stade pubertaire
Les niveaux d’IGfBP-3 mesurés dans le cordon ombilical à la naissance
sont très bas. Les niveaux sériques augmentent ensuite drastiquement durant les
neuf premiers mois de vie. Une augmentation quasi linéaire est notée de la petite
enfance jusqu’à la puberté [182].
À la puberté, on note une augmentation des niveaux sériques d’IGfBP-3,
mais qui est moins prononcée que l’IGF-I (fig. 2a et b) [182;215]. Ainsi, le ratio
IGF-I: IGFBP-3 est augmenté et cela peut refléter la quantité d’IGF-I libre et
biologiquement actif [216;217]. Cette augmentation en IGF-I et en IGFBP-3 est
causée par une augmentation de la sécrétion de GH [218-220] et possiblement aussi
en combinaison avec une plus grande sensibilité à cette dernière lors de la puberté
[218].
Dans les vingt premières années de l’âge adulte, on remarque une diminution
marquée de l’IGF-I et de l’IGFBP-3 comparativement aux niveaux élevés observés
à la puberté [221 ;222]. On remarque par la suite une diminution presque linéaire des
niveaux circulants d’IGf-I et d’IGFBP-3.
Plusieurs facteurs peuvent modifier les niveaux sériques d’IGFBP-3. Le
tableau II résume différentes conditions qui peuvent affecter les niveaux circulants
d’IGFBP-3.
Il existe une différence selon le sexe pour les niveaux circulants d’IGfBP-3
durant l’enfance et la puberté, mais ensuite, cette différence disparaît (fig. 2b). Il est
possible aussi d’observer des niveaux circulants d’IGFBP-3 différents lorsque le
développement pubertaire est divisé en différents stades, appelés «Tanner stages »
(fig. 2c et d). Malgré qu’il soit possible d’établir des différences dans les niveaux
circulants d’IGFBP-3 selon l’âge, le sexe et le stade pubertaire, il existe toujours
une grande variabilité interindividuelle qui rend l’utilisation du dosage d’IGFBP-3
difficile. C’est ce problème qui est à la base de la recherche effectuée dans le cadre
de ce mémoire.
figure 2. Niveaux circulants d’IGF-I ta) et d’IGFBP-3 (b) durant l’enfance et la
puberté selon le sexe ainsi que les niveaux d’IGFBP-3 selon les stades de
développement pubertaire (« Tanner stages »). Les niveaux sériques ont été
mesurés chez 533 filles et 499 garçons en bonne santé. (Figure tirée de Juul et aï.
[182])
Nivaux d’IGFBP-3 dans dtfférentes conditions physiologiques et pathologiques
Le tableau II montre un aperçu de diverses conditions cliniques qui
suggèrent une régulation hormonale de l’expression de 1’IGFBP-3. De ces
observations, il ressort que la GH, l’insuline et l’estrogène sont de majeurs
régulateurs, bien qu’il soit difficile de déduire l’importance relative de chacun étant
donné que, dans des situations in vivo, il y a rarement des perturbations que pour
une seule hormone. Un exemple de cette situation est le syndrome de Cushing, où
une hypersécrétion de cortisol mène à une hypersécrétion d’insuline et parfois
même au diabète. Les chercheurs se sont donc tournés vers des études in vitro pour
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Tableau II: Différentes conditions in vivo pouvant affecter les niveaux
circulants d’IGFBP-3
Condition Effet sur les niveaux d’IGFBP-3 [réf.]
Déficience en GH j. [12]
Traitement avec GH t [223]
Acromégalie (excès en GH)
‘
[221;224]





Prééclampsie associée avec RCIU j. [228]
Diabète de type 1 j. [229]
Hypertension 1 [230]
Obésité t [231]
Dysfonction hépatique j. [232]
Insuffisance rénale chronique (CRF) t [233]
Exercice intense à court terme [234;235]
Syndrome de Cushing t [236]
Régulation in vitro de 1 ‘expression d ‘JGFBF-3
La GH est reconnue comme étant un régulateur majeur de l’expression
d’IGFBP-3. En plus des effets produits par l’IGF-I, la GH semble réguler
directement l’expression d’IGFBP-3. En effet, dans les cellules d’hépatocarcinomes
humains SK-HEP1, Gucev et al. ont pu démontrer que la régulation de l’expression
d’IGfBP-3 par la GH pouvait s’effectuer sans l’intermédiaire de l’IGF-I [237].
Suite au traitement avec GH, les auteurs ont remarqué une augmentation de la
sécrétion d’IGFBP-3 qui était accompagnée d’une augmentation des niveaux
d’ARNm. Pour confirmer l’indépendance de la stimulation par rapport à l’IGf-I, le
dosage d’IGF-I sécrété ainsi que la quantification par Northem et par RT-PCR
d’ARNm synthétisé ont été effectués et se sont avérés négatifs.
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L’IGF-I, qui est directement régulée par la GH, stimule aussi l’expression de
l’IGfBP-3. Dans un modèle cellulaire de rat mis au point par Villafuerte et al. [238]
et qui consiste en une coculture d’hépatocytes et de cellules de Kupffer, l’IGF-I a
augmenté la demi-vie de l’ARNm [239]. Dans un modèle de cellules d’hépatomes
humains (HepG2), Kalme et al. ont démontré que l’IGF-I et l’IGF-II augmentaient
la sécrétion d’IGfBP-3 [240].
Plusieurs modèles ont été utilisés pour explorer le rôle de l’insuline dans la
régulation d’IGFBP-3. Dans le modèle de coculture d’hépatocytes et de cellules de
Kupffer mentionné plus haut, l’insuline a augmenté l’activité transcriptionnelle du
promoteur, l’ARNm ainsi que la sécrétion de l’IGFBP-3 t239]. De leur côté, Bale et
al. ont démontré une augmentation de l’activité transcriptionnelle dans un modèle
de fibroblastes bovins après un traitement avec l’insuline [241]. Finalement, dans un
modèle cellulaire d’hépatomes humains (HepG2), Kalme et al. ont démontré que
l’insuline augmentait la sécrétion d’IGFBP-3 [240].
Plusieurs résultats viennent confirmer l’inhibition de l’expression d’IGFBP
3 par l’estrogène. Dans les cellules de cancer du sein MCF-7, positives pour le
récepteur aux estrogènes, Huynh et al. ont démontré que l’antiestrogène ICI 1 $2780
augmentait la transcription de l’IGFBP3, les niveaux d’ARNm ainsi que la sécrétion
de la protéine [242]. Ils ont observé aussi que l’estrogène donnait exactement les
résultats contraires et que la corrélation inverse entre les niveaux d’ARNm
d’IGFBF3 et la prolifération cellulaire était forte (r = -0,91). Toujours chez les
cellules MCF-7, il a été montré qu’un traitement avec de l’estradiol diminuait de
25% l’accumulaion d’IGFBP-3 secrété dans le milieu de culture [243]. Des études
in vivo de glandes mammaires de rat ont noté que la prolifération des cellules
épithéliales par l’estrogène était associée avec une inhibition de l’expression
d’IGFBP-3 [244]. Il a été observé aussi que des rats traités avec 2rng
d’antiestrogène ICI 182780 par kg de masse corporelle par semaine se retrouvaient
avec des niveaux d’ARNm dans les glandes mammaires $ fois supérieurs aux rats
non traités [244]. L’inhibition de croissance induite par le tamoxifène était associée
avec une faible augmentation d’expression d’IGFBP-3 [244].
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Deux études viennent démontrer les effets inhibiteurs des glucocorticoïdes
sur l’expression de l’IGFBP-3. Tout d’abord, dans le modèle de coculture
d’hépatocytes et de cellules de Kupffer, il a été montré que le dexamethasone
diminuait l’activité du promoteur [245]. Ensuite, dans un modèle de cellules
d’hépatomes humains HepG2, Kalme et al. ont démontré que le cortisol inhibait de
30 à 40% la sécrétion d’IGFBP-3 [240]. Ces résultats in vitro à l’opposé de ce qui
est observé pour le syndrome de Cushing nous laissent croire que les effets du
cortisol sur l’IGfBP-3 sont annulés par d’autres facteurs, possiblement l’insuline.
Parmi les molécules qui ont des effets mitogéniques, notons la cytokine
TNfŒ qui a augmenté les niveaux sécrétés ainsi que l’ARNm dans les cellules
porcines de Sertoli [246]. Il y a aussi les facteurs TGFI31 et OP-l (osteogenic
protein-l) qui ont augmenté l’expression d’IGFBP-3 à la fois dans les cellules
osseuses normales et dans les cellules d’ostéocarcinomes humains MG63 [247].
L’identification d’une stimulation de l’expression de l’IGFBP-3 par
plusieurs agents anti-proliférateurs vient supporter les fonctions pro-apoptotiques
déjà décrites pour l’IGFBP-3. Tout d’abord, dans les cellules de cancer du sein
MCF-7, positives pour le récepteur aux estrogènes, Martin et aï. ont observé une
augmentation de la sécrétion d’IGFBP-3 lors d’un traitement avec l’acide rétinoïque
ou la forskoline, un agent augmentant la concentration intracellulaire d’AMP
cyclique [243]. D’autres résultats pour des traitements avec l’acide rétinoïque sur les
cellules MCF-7 sont venus préciser que l’augmentation de l’expression d’IGFBP-3
avait lieu au niveau transcriptionnel [248].
Parmi les autres molécules anti-prolifératrices qui stimulent l’expression de
l’IGfBP-3, notons la 1,25-dihydroxyvitamine D3 qui a augmenté la sécrétion de
l’IGFBP-3 un modèle d’ostéocarcinomes humains [249]. Il y a aussi le butyrate qui
a augmenté l’expression d’IGfBP-3 au niveau de la transcription dans les cellules
épithéliales humaines dérivées d’adénomes du colon exprimant ou non p53 [250].
L’inositol hexaphosphate, un élément contenu dans les céréales, les légumes, le soya
et dont la consommation est associée avec une diminution de divers cancers, a
diminué la prolifération de cellules prostatiques cancéreuses tout en augmentant
l’expression d’IGfBP-3 [251]. Le même effet a été observé dans le même modèle
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cellulaire lors d’un traitement de l’extrait de grain de raisin [252]. Le tableau III
résume les différents agents qui affectent in vitro l’expression de l’IGFBP-3.
Tableau III Régulation ht vitro de l’expression de l’IGfBP-3
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Structure du gène et régulation du promoteur
Tel qu’énoncé plus haut, le gène codant pour IGFBP-3 se retrouve sur le
chromosome 7 dans la même région que le gène codant pour IGFBP-1, soit 7pl4-
12, à environ 20kb de ce dernier et dans une orientation queue à queue [92]. La
figure 3 montre la structure du gène codant pour l’IGfBP-3 et de son promoteur
ainsi que de l’ARNm. Le gène s’étend sur une longueur de $,9kb et, contrairement
aux autres IGFBPs, contient 5 exons [253]. Cependant, le cinquième exon n’est pas
traduit, car il contient presque toute la région 3’ non traduite qui comprend entre
autre le signal de polyadénylation. L’exon 4 contient l’extrémité 3’ codant pour la
protéine, le codon stop ainsi que 15 paires de bases de l’extrémité 3’ non traduite. Il
ne semble pas y avoir d’épissage alternatif puisqu’un seul type d’ARNm mesurant
environ 2,5kb a été observé par analyse Northern [254-256]. La seule exception se
trouve chez le babouin qui, en plus de l’ARNm de 2,5kb, possède un ARNm de
1 ,7kb qui est le résultat probable d’un épissage alternatif et dont la production est
augmentée lors de la grossesse [257].
Cubbage et al. [253] ont été les premiers à caractériser le promoteur
d’IGFBP3. Ils ont déterminé qu’un fragment correspondant aux nucléotides -431 à
+72 par rapport au site d’initiation de la transcription contenait le promoteur
2$
d’IGfBF3. Ils ont déterminé aussi que le site d’initiation de la transcription se
trouvait à 132 nucléotides en amont de 1’ATG initiateur. Ils ont identifiés à
l’intérieur du promoteur une boîte TATA en position -30 ainsi qu’une boîte GC en
position -97 contenant des éléments de réponse putatifs pour Spi et AP-2 qui se
chevauchent. La structure du promoteur d’IGFBF3 est typique de celle retrouvée
chez les promoteurs de gènes eucaryotes [258]. De plus, la structure du gène ainsi
que les éléments du promoteur tels que décrits par Cubbage et al. sont conservés
chez le bovin [259], le rat [260] et le porc [2611.
Gène (8.9 kb)
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figure 3. Structure du gène codant pour J’IGFBP-3 et de son promoteur ainsi
que de 1’ARNm. Les polymorphismes -202 A/C et -185 C/T se retrouvent à
l’intérieur des éléments de réponse à p53.
Les bases de données sur les facteurs de transcription permettent
l’identification de plusieurs éléments de réponse putatifs pour Spi de même que
plusieurs autres séquences consensus pour plusieurs régulateurs hormonaux
d’IGFBP-3. Cependant, les études fonctionnelles explorant ces éléments de réponse
sont limitées.
Parmi les séquences mieux caractérisées, la région provoquant l’activation
du promoteur d’IGFBF3 suite à un traitement avec la trichostatine A (TSA), un
agent anti-proliférateur chez les cellules de cancer du sein et un inhibiteur des
histones déacétylases (HDAC), a été identifié entre les nucléotides -115 et -30, plus
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précisément dans la région de la boîte riche en GC [262]. Les analyses
mutatioimelles ont démontré que l’effet activateur de la TSA nécessitait le site Spi
contenu dans cette boîte. Il a été démontré que la phosphorylation du facteur de
transcription Spi sur ce site était importante puisqu’elle semble déstabiliser le
complexe Spl/Sp3/HDACi. L’inhibition de la transcription produite par les HDACs
serait donc enlevée et permettrait alors l’activation du promoteur.
Un autre agent anti-proliférateur et inhibiteur des histones déacétylases, le
butyrate, a lui aussi activé le promoteur d’IGFBP3 via l’élément de réponse pour
Spi situé dans la boîte riche en GC [263]. Il a été montré qu’un complexe
multiprotéique comprenant le facteur Spi lié à son élément de réponse ainsi que le
facteur Sp3 lié au site AP-2 adjacent était important pour l’activation de la
transcription par le butyrate. Cependant, il semble qu’il n’y ait pas que la séquence
Spi qui puisse répondre au butyrate. Une autre équipe a identifié deux autres
éléments de réponse qui ne contiennent pas de sites consensus pour Spi et qui
semblent utilisés dans les cellules prostatiques cancéreuses LNCaP traitées avec du
sodium butyrate [264]. Un de ces éléments se retrouve dans la région -57 à -4$ et
l’autre se retrouve en aval de la boîte TATA, mais sa localisation précise reste à
déterminer.
Bourdon et al. ont démontré la présence d’éléments de réponse fonctionnels
pour le facteur p53 [265]. Ces éléments forment une région de 11 décamères
couvrant les nucléotides -246 à -92, chaque décarnère pouvant lier p53. Tout
récemment Hanafusa et al. ont démontré que quatre de ces sites de liaison étaient
essentiels pour l’activation de la transcription induite par p53 [266]. La figure 3
montre l’emplacement de ces décamères sur le promoteur.
Un élément de réponse à la 1 ,25-dihydroxyvitamine D3 a aussi été identifié
sur le promoteur d’IGfBF3 entre les nucléotides -3296 et -32$2 [267]. Un fragment
de promoteur allant jusqu’à 300pb en amont du site d’initiation de la transcription a
démontré une réponse à l’IGF-I et à la forskoline, un agent qui augmente l’AMP
cyclique intracellulaire, mais les éléments de réponses n’ont pas encore été
identifiés [26$].
30
Finalement, on note un élément de réponse à l’insuline dans le promoteur de
l’Igfbp3 de rat qui est situé entre les nucléotides -1150 et -1124 t269]. Cependant, la
séquence homologue chez l’humain n’a pas été trouvée. C’est pourquoi nous nous
sommes penchés sur la régulation du promoteur d’IGfBP-3 humain par l’insuline
dans ce présent mémoire.
Régulation du promoteur d ‘IGfBP3 par la méthytation
La méthylation de l’ADN est un processus retrouvé dans une multitude de
gènes eucaryotes afin de contrôler leur expression [270;271]. En résumé, la
méthylation de régions riches en séquences CpG a pour effet de recruter des
protéines de liaison aux cytosines méthylées, les MBPs, qui à leur tour viennent
recruter des déacétylases d’histone (HDAC). Les histones peuvent ainsi enrouler
l’ADN de façon compacte, empêchant la machinerie de transcription d’accéder aux
gènes [270;272;273]. Beaucoup de régions riches en CpG sont retrouvées dans les
régions promotrices de différents gènes, dont le gène codant pour l’IGFBP-3 [253].
Cela nous amène donc à croire que la méthylation jouerait un rôle dans la régulation
de l’expression de l’IGFBP-3.
Une hyperméthylation de promoteurs de gènes importants dans le contrôle
de la prolifération cellulaire a été observée dans plusieurs cancers [273].Cette
hyperméthylation a aussi été observée pour le promoteur de l’IGFB3. Par exemple,
Hanafusa et al. ont démontré que l’expression d’IGFBP-3 était diminuée dans
différents carcinomes hépatocellulaires et que 33% de cette baisse d’expression était
associée à une hyperméthylation du promoteur [274]. De plus, l’expression
d’IGfBP-3 était restaurée dans ces cellules par l’ajout de l’agent de déméthylation
5-aza-2’deoxycytidine. Une autre équipe a de son côté observé une méthylation du
promoteur d’IGFBF3 dans la majorité des échantillons provenant de patients
souffrant de «non-small-cell lung cancer» (NSCLC), un cancer dans lequel
l’expression d’IGFBP-3 est réduite de moitié [275].
Malgré ces résultats, le lien direct entre l’hyperméthylation du promoteur
dans certains cancers et la perte d’expression d’IGFBP-3 (« gene silencing ») n’a
pas encore été élucidé.
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Présentation du projet de recherche
Tel que mentionné plus haut, il existe une grande variabilité interindividuelle
pour les niveaux circulants d’IGFBP-3, ce qui rend difficile l’utilisation efficace de
ce dosage en clinique. En 1996, une équipe de chercheurs finlandais a démontré que
60% de cette variabilité pouvaient être attribués à des facteurs génétiques [276].
Pour ce faire, ils ont analysé les différences pour les niveaux sériques d’IGFBP-3
entre des paires de jumeaux monozygotiques et dizygotiques.
C’est à partir de cette observation que le projet de recherche du laboratoire
s’est développé. Notre hypothèse de travail est la suivante: des polymorphismes
situés dans le promoteur du gène codant pour l’IGfBP3 affectent les niveaux
circulants de la protéine.
Un génotypage effectué sur une cohorte de Montréalais par notre laboratoire
a identifié quelques sites polymorphiques dont un ayant une fréquence allélique de
40% [277]. Ce polymorphisme est situé à 202 nucléotides en amont du site
d’initiation de la transcription et permet l’observation d’un résidu cytosine au lieu
d’un résidu adénosine (fig. 3).
Par la suite, en collaboration avec d’autres laboratoires, les niveaux
circulants d’IGFBP-3 ont été mesurés dans trois groupes : une cohorte de 478
hommes provenant de la «Phycisians Health Study» [277], une cohorte de 310
femmes provenant de la «Young Women’s Study» [27$] ainsi qu’une cohorte de
242 jeunes Australiens âgés entre 7 et $ ans (article en préparation). Ces valeurs ont
par la suite été regroupées selon le génotype pour le polymorphisme -202 AIC. La
figure 4 nous montre les résultats pour les trois cohortes. Dans les trois cas, une
diminution des niveaux circulants d’IGFBP-3 est observée lorsque des sujets
homozygotes C pour le polymorphisme -202 sont comparés aux sujets homozygotes

































































































































































































































































































































Suite à ces résultats, nous avons voulu étudier in vitro l’impact de ce
polymorphisme. Nous avons aussi ajouté dans l’étude le polymorphisme -125 C/T
qui possède lui aussi une fréquence allélique élevée (32%) [277]. De plus, comme il
a été mentionné plus haut que plusieurs molécules pouvaient affecter in vitro
l’expression de l’IGFBP-3, nous avons choisi pour débuter d’étudier l’impact des
polymorphismes sur une stimulation par l’insuline. Pour ce faire, nous avons utilisé
un modèle de transfection transitoire dans des cellules d’hépatocarcinomes humains
avec des vecteurs rapporteurs d’activité luciférase. Nous avons aussi utilisé la
technique de retard sur gel afin d’identifier les facteurs impliqués dans le processus.
2. Matériel et méthodes
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Obtention de la région promotrice du gène d’IGfBP3
Des études précédentes [253] ont démontré que le gène d’IGFBF3
contiendrait un promoteur minimal allant jusqu’à 440 nucléotides en amont du site
d’initiation de la transcription.
Pour obtenir le promoteur d’IGfBP3, un clone BAC contenant un fragment
du chromosome 7 humain a été obtenu de la compagnie Genome Systems Inc. (St
Louis, MO). La validation du clone génomique s’est faite par analyse Southem Blot
après digestion avec différentes enzymes de restriction et en utilisant comme sonde
un produit PCR du promoteur d’IGFBF3 (-4401+19 avec les amorces PROM4F 5’-
CCACGAGGTACACACGAATG-3’ et PROM4R 5’-
AGCCGCAGTGCTCGCATCTGG-3’) (résultats non montrés). Veuillez noter que
la numérotation des nucléotides du promoteur d’IGfBP3 se fait selon la séquence
déterminée par Cubbage et aÏ. [253] et dont le site d’initiation de la transcription
égale +1. Un fragment de restriction de 6.6kb après digestion par EcoRI et
contenant le promoteur d’IGFBF3 a été identifié. Ce fragment a été cloné dans le
vecteur pBluescript II KS (Stratagene, La Jolla, CA).
Création des vecteurs d’expression de la luciférase sous contrôle du promoteur
humain d’IGfBP3
Le vecteur pGL3-Basic (Promega Corporation, Madison, WI) contenant le
gène de la luciférase a été choisi pour évaluer l’activité du promoteur d’ IGFBF3.
Le vecteur pGL3 MX a aussi été utilisé comme vecteur rapporteur. Ce dernier est le
vecteur pGL3-Basic dont une séquence dans le site de polyclonage, entre les sites de
restriction MluI et XhoI (5’-GCTAGCCCGGG-3’), a été changée pour 5’-
GAATTCCATATGGCTAGC-3’. Cette nouvelle séquence comprend les sites de
restriction EcoRI, NdeI et NheI et ne contient plus le site de restriction XmaI. Ce
vecteur a été crée afin de faciliter l’insertion de fragments de promoteur d’1GF3F3.
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La figure 5 nous montre les différents vecteurs d’expression qui ont été utilisés pour
les transfections.
Initiation de la transcription
t-//-i-Wi t I I I.E I
-4,4kb -2kb -1,lkb -848 -648 -440 -250 +1 +19
I I - - - -
I I pBP3I-2k
_________________________________________
pBP3I-1 1kb ACI .- I -
.i ___‘±.__..
I I
_______________ __ __ __
pBP3I-440 AC CC CT AT
-
• Polymorphisme -202 NC
• Polymorphisme -185 CIT I-——-I- — — — — — -
figure 5 Vecteurs d’expression de la luciférase sous contrôle du promoteur
humain d’IGfBP3 utilisés pour les transfections. Les haplotypes disponibles
pour chaque longueur de promoteur sont indiqués.
Construction contenant te fragment de promoteur U ‘JGFBF3 de 1.-1kb
Une première construction promoteur IGFBP3-gène rapporteur de la
luciférase a par la suite été faite. La région -44257+ 19 du promoteur d’JGfBP3 a été
amplifiée par PCR à partir du vecteur pflluescript II KS contenant le fragment de
6.6kb du promoteur en utilisant l’amorce sens BP3-$4l3EcoRI (5’-
GGAA1J’CCTGGGTAAAGACACAGGATTGACACT-3’) et l’amorce anti-sens
BP3-4RXbaI (5’-GCTCTAGAGCCGCAGTGCTCGCATCTGG-3’). L’amorce
BP3-$4l3EcoRI permettait de flanquer en 5’ du fragment amplifié un site EcoRI et
l’amorce BP3-4RXbal permettait d’ajouter un site XbaI en 3’. Les conditions de
PCR étaient les suivantes 45 secondes de dénaturation à 95°C suivi de 30 cycles
3$
d’une minute à 95°C, une minute à 6$°C et 9 minutes à 72°C et pour terminer, 10
minutes d’élongation à 72°C. Après digestion de ses extrémités avec les enzymes de
restriction EcoRI et XbaI, le fragment -44251+1 9 a été cloné en amont du gène
codant pour la luciférase dans le vecteur pGL3MX préalablement ouvert par co
digestion avec EcoRI et NheI. Les enzymes NheI et XbaI produisent des fragments
cohésifs et compatibles qui peuvent être ligués entre eux. Le vecteur pBP3/-4.4kb a
ainsi été obtenu. Afin de faciliter l’appellation de ce vecteur, l’extrémité 3’ du
fragment du promoteur d’IGFBF3 correspondant au nucléotide +19 n’est pas
indiquée. Il en sera de même pour tous les autres fragments du promoteur d’IGFBF3
utilisés dans les vecteurs d’expression.
Construction contenant le fragment de promoteur d ‘IGFBP3 de 2kb
Afin d’obtenir le vecteur pBP3/-2kb AC, un PCR a été effectué à partir du
vecteur pBP3/-4.4kb avec l’amorce sens BP3-lO$21-EcoRI (5’-
GGAATTCTGATCTTCCCCTGTCCACTCTCC-3’) et l’amorce anti-sens BP3-4R-
XbaI (5’-GCTCTAGAGCCGCAGTGCTCGCATCTGG-3’). Les conditions de
PCR étaient les suivantes: 45 secondes de dénaturation à 95°C, 30 cycles d’une
minute à 95°C, une minutes à 66°C et 4 minutes à 72°C et pour terminer, 10
minutes d’élongation à 72°C. Le fragment de 2kb ainsi obtenu a été purifié et digéré
avec les enzymes de restriction EcoRI et XbaI. Ce fragment a ensuite été inséré dans
le vecteur pGL3MX préalablement digéré avec les enzymes de restriction NheI et
EcoRI.
Construction contenant le fragment de promoteur d ‘IGFBF3 de 1. 1kb
Pour obtenir le vecteur pBP3/-l.lkb AC, une double digestion avec les
enzymes EcoRI et Eco8 lI a été effectuée sur le vecteur pBP3/4.4kb. Le vecteur
digéré a été purifié afin d’éliminer un fragment de restriction d’environ 3.3kb et a
finalement été refermé par ligation.
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Constructions contenant les fragments de promoteur d ‘IGFBP3 de 848 et 648pb
Pour obtenir les vecteurs pBP3/-84$ AC et pBP3/-64$ AC, un PCR a été
effectué à partir du vecteur pBP3/-4.4kb. Pour créer le vecteur pBP3/-848 AC,
l’amorce sens BP3F4-EcoRI (5’-GGAATTCCGTTTCAGCAGTGCCCAGTT-3’) et
l’amorce anti-sens BP3-4R-XbaI ont été utilisées. Pour créer le vecteur pBP3/-648
AC, l’amorce sens BP3f3-EcoRI (5’-GGAATTCGTCTTCTTGCGTTGAGAAGT-
3’) et l’amorce anti-sens BP3-4R-XbaI ont été utilisées. Les conditions pour les
deux PCRs étaient les suivantes : 5 minutes de dénaturation à 95°C, 35 cycles d’une
minute à 96°C, une minute à 64°C et une minute à 72°C et pour terminer, 5 minutes
d’élongation à 72°C. Les fragments de 84$ et 64$pb ont été purifiés et digérés avec
les enzymes de restriction EcoRI et XbaI. Ces fragments ont ensuite été insérés dans
le vecteur pGL3MX préalablement digéré avec les enzymes de restriction NheI et
EcoRI.
Création de vecteurs rapporteurs d’haplotypes différents pour l’analyse des
polymorphismes -202 A/C et -185 C/T
Pour explorer la contribution des différents haplotypes du promoteur
d’1Gf3F3 à l’activité du gène rapporteur, nous les avons générés par PCR à partir
de l’ADN génomique de leucocytes d’individus au génotype connu et homozygotes
aux sites des polymorphismes -202 et -185. Les haplotypes possibles étaient: -202
A et -185 C, -202 C et -185 C, -202 C et -185 T. Veuillez noter que dans la
nomenclature des différents vecteurs d’expression de la luciférase sous contrôle du
promoteur d’1Gf3P3, les deux dernières lettres du nom correspondent aux
polymorphismes -202 A/C et -185 C/T respectivement.
Création des vecteurs pBF3/-44O A C, CC et CT
Les promoteurs minimaux (-440/+ 19) d’haplotypes différents ont été générés
par PCR en utilisant les amorces PROM4f (5’-CCACGAGGTACACACGAATG-
3’) et PROM4R (5’-AGCCGCAGTGCTCGCATCTGG-3’) à partir de l’ADN
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génomique de leucocytes d’individus homozygotes aux sites des polymorphismes -
202 et -185. Les conditions des PCRs étaient les suivantes: 10 minutes de
dénaturation à 94°C, 35 cycles de 30 secondes à 96°C, 30 secondes à 64°C et une
minute à 72°C et pour terminer, 5 minutes d’élongation à 72°C. Après
phosphorylation des bouts 5’ avec la T4 polynucléotide kinase (PNK), les fragments
avec haplotypes -202 AI-185 C et -202 CI-185 C ont été sous clonés d’abord dans le
vecteur pBluescript II K$ (pK$), puis transférés dans le vecteur pGL3MX. Les
fragments avec haplotype -202 CI-l$5T ont été introduits directement dans le
vecteur pGL3Basic. Les vecteurs pBP3I-440 AC, pBP3I-440 CC et pBP3I-440 CT
ont été ainsi obtenus.
Création des vecteurs pBF3/-250 AC, CC et CT
Des fragments plus courts des promoteurs minimaux (-2501+19) ont aussi été
générés par PCR avec les amorces BP3 PROMf2 (5’-
ACCTTGGTTCTTGTAGACGA-3’) et PROM4R à partir des vecteurs pBP3/440
AC, CC et CT. Les conditions de PCR étaient les suivantes: 5 minutes de
dénaturation à 94°C, 30 cycles de 30 secondes à 96°C, 30 secondes à 62°C et une
minute à 72°C et pour terminer, 5 minutes d’élongation à 72°C. Les fragments ainsi
obtenus ont tout d’abord été insérés dans le vecteur pK$ et ensuite transférés dans le
vecteur pGL3MX.
Création du vecteur pBP3/-440 AT par mutagenèse dirigée
Puisque les cohortes dans lesquelles le génotypage pour les polymorphismes
-202 A/C et -185 C/T a été effectué ne contenaient pas d’individus avec l’haplotype
-202 A et -185 T [277;278], nous avons dû le créer artificiellement.
Le protocole «QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis» de la compagnie
Stratagene a été utilisé pour créer le vecteur pBP3/-440 AT. La technique consiste à
effectuer un PCR avec une paire d’amorces complémentaires qui correspond à une
région de 10 à 12 nucléotides de chaque côté du site à muter dans le vecteur et cette
41
paire d’amorce doit contenir la mutation. L’amorce sens BP3-185T (5’-
GGAGCAGGTGT’85CCGGGCGAGTC-3’) et l’amorce anti-sens R-185T (5’-
GACTCGCCCGGK185CACCTGCTCC-3’) ainsi que le vecteur pBP3/-440 AC à
muter ont été utilisés dans un PCR utilisant les conditions suivantes : 30 secondes de
dénaturation à 95°C, 16 cycles de 30 secondes à 95°C et 12 minutes à 68°C. Après
digestion de l’ADN parental non méthylé par l’enzyme de restriction DpnI à 37°C
durant une heure, le produit de PCR a été transformé dans les cellules super
compétentes XL1-Blue selon le protocole fourni pour la mutagenèse. Les clones
positifs ont été identifiés par digestion avec l’enzyme de restriction SmaI et par
migration sur gel 10% polyacrylamide non dénaturant (29: 1, acrylamide: bis
acrylamide). Un fragment de 209pb était attendu pour un T en -185
comparativement à un fragment de 175pb pour un C en position -185.
Création du vecteur mutant pour un site USF, pBP3/-440-M1, par mutagenèse
dirigée
Pour étudier la fonctionnalité du site de liaison putatif du facteur de
transcription U$F, nous avons créé par mutagenèse une mutation dans cet élément
de réponse.
Le protocole utilisé pour créer le vecteur pBP3/-440 AT a été aussi utilisé
pour créer le vecteur pBP3/-440-M1. Le site de liaison d’USF entre les nucléotides -
200 et -195 sur le promoteur d’IGFBF3, 5’-CACGAG-3’, a été muté pour produire
la séquence 5’-CTCGAG-3’ [279]. Les amorces utilisées étaient: 5’-
GGGCGTGAGCTCGAGGAGCAGG-3’ et 5’-
CCTGCTCCTCGAGCTCACGCCC-3’. La mutagenèse a été effectuée sur le
vecteur pBP3/-440 AC et les clones positifs ont été identifiés par digestion avec
l’enzyme de restriction Bss$I et par migration sur gel d’agarose 0,8%.
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Enzyme de polymérisation et appareil utilisés pour les PCRs
Pour toutes les réactions de PCR décrites ci-haut, nous avons utilisé
l’enzyme Pfit DNA Polymerase (Stratagene, La Jolla, CA). Nous avons utilisé
l’appareil TGradient Thermocycler (Biometra, Goettingen, Ail.) pour effectuer
toutes les réactions d’amplification décrites plus haut.
Vérification des vecteurs
Le fragment de promoteur du vecteur pBP3/-4.4kb AC, duquel les autres
vecteurs découlent, a été séquencé automatiquement sur toute sa longueur. Les
fragments de promoteur des vecteurs pBP3/-440 AC, CC, CT et AT ont aussi été
séquencés automatiquement. Les autres vecteurs ont été analysés par restriction au
niveau des polymorphismes -202 A/C et -185 C/T.
Culture cellulaire
La lignée cellulaire SK-HEP-1 a été choisie pour nos études de transfection.
Des données antérieures suggèrent que cette liguée est capable de synthétiser la
protéine TGFBP-3 et qu’elle possède tous les facteurs nécessaires à la transcription
du gène [237].
La liguée cellulaire humaine SK-HEP-1 (numéro de catalogue: HTB-52),
qui provient d’un hépatocarcinome, a été obtenue de la compagnie American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Les cellules SK-HEP-1 ont été
cultivées dans du milieu MEM (Minimum Essential Medium) (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA) contenant 10% de sérum foetal de veau (Wisent Inc.,
St-Jean-Baptiste de Rouville, Québec). Les cellules ont été maintenues à 37°C dans
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une atmosphère humidifiée et contenant 5% de C02. Aucun antibiotique n’était
utilisé. Les cellules qui ont été utilisées avaient subi entre 5 et 20 passages.
Transfection de vecteurs et essai luciférase
Pour contrôler l’efficacité de transfection, le vecteur p$VJ3-galactosidase
($tratagene, La Colla, CA), qui contient le gène codant pour l’enzyme 13-
galactosidase sous contrôle du promoteur SV40, était co-transfecté avec le vecteur
rapporteur.
Des plaques de 12 puits (Corning Incorporated, Corning, NY) étaient
ensemencées la veille de la transfection. Chaque puits contenait 3 Xl cellules SK
HEP-1. La journée de la transfection, les cellules étaient confluentes à environ 50-
80%. Les transfections étaient effectuées avec le réactif lipidique Fugene 6 (Roche
Diagnostics, Laval, Québec) dans un ratio fugene 6: ADN de 3tl: 2tg (1,5tg
vecteur + 0,5jig plasmide contrôle pSVf3-galactosidase). La transfection était
effectuée selon le protocole fourni par le fabricant (Roche Diagnostics, Laval,
Québec). La durée de la transfection était de 6 heures et se faisait dans un milieu
sans sérum (MEM). Après ce temps, le milieu était changé pour un milieu sans
sérum avec ou sans insuline concentrée à 1,7 X107M. La durée des traitements
variait de 4 à 4$ heures selon l’expérience. Du BSA 0,1% (Sigma-Aldrich
Corporation, St-Louis, MO) était ajouté aux puits afin de saturer le plastique et ainsi
empêcher l’insuline de s’y coller. L’insuline utilisée était de l’Humulin R (Eh Lilly
Canada Inc., Toronto, Ontario) provenant d’ADN recombinant humain et déjà
diluée dans un tampon biologique. Pour obtenir les concentrations plus faibles, les
peptides étaient dilués dans le milieu de culture au moment de l’expérience.
À la fin de la durée du traitement, les cellules étaient lavées 3 fois avec
SOOiil de PB$ (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Ensuite, 1 SOjil de tampon de
lyse (Triton X-100 1% (Sigma-Aldrich Corporation, $t-Louis, MO) et KPO4 0,1M
pH 7,8) étaient ajoutés et les plaques étaient placées 15 minutes à 4°C. Les plaques
étaient agitées 2 fois durant cette incubation. Les lysats étaient ensuite récoltés dans
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des tubes 1 ,5m1. Si un essai luciférase n’était pas fait aussitôt après la récolte, les
tubes étaient congelés à -20°C.
Pour l’essai luciférase, les tubes étaient tout d’abord vortexés légèrement
durant 10 secondes puis centrifugés durant 1 minute à 13 200rpm dans une
centrifugeuse de table afin de culotter les débris cellulaires. 3Ojil du surnageant
étaient mis dans une plaque 96 puits spécialement conçue pour la prise de
luminescence avec l’appareil Victor 1420 (Wallac, Turku, finlande). L’appareil
injectait dans chaque puits 20pJ d’un mélange pour essai luciférase composé d’un
tampon luciférase (tricine à 2OmM, (MgCO3)4Mg(OH)2.5H20 à lmM,
MgSO4•7H20 à 2,7mM et EDTA à 0,lmM), de luciférine à 0,48mM, d’ATP à
0,5mM, de Coenzyme A à 0,28mM et de DTT à 34,6mM. Pour la mesure de
l’activité 3-galactosidase, 20p1 du surnageant étaient mis dans une plaque 96 puits
avec 20ji1 de tampon f3-galactosidase (ONPG à 0,43mM, tampon sodium phosphate,
KC1 lOmM, MgCI2 lmM et f3-mercapto-ethanol 5OmM) et incubés à 37°C durant 15
minutes. L’absorbance à 405nrn était ensuite prise. Finalement, le rapport de la
luminescence sur l’absorbance était calculé.
Détermination in sitico des éléments de réponse du promoteur d’IGFBP3
Le logiciel TESS (Transcription Element Search System) a été utilisé pour
déterminer des éléments de réponse putatifs du promoteur d’IGFBF3 et se trouve
sur le site www.cbil.upenn.eduJcgi-binltess.
Expérience de retard sur gel
Dans le but de déterminer in vitro les facteurs de transcription qui pourraient
potentiellement se lier à la région polymorphique du promoteur d’IGFBF3, nous
avons effectué des essais de retard sur gel.
45
Préparation d’extraits nucléaires
Les cellules SK-HEP-1 étaient cultivées dans des flacons T75 (BD
Biosciences, Two Oak Park, Bedford, MA) jusqu’à ce qu’elles atteignent une
confluence d’environ 60-80%. Les cellules étaient alors incubées durant 6 heures
dans un milieu sans sérum. Après ce temps, le milieu était changé pour un milieu
sans sérum contenant du B$A à 0,1% avec 1,7 X10-7M d’insuline. Le traitement
était d’une durée de 24 heures. Une fois le traitement terminé, les cellules étaient
lavées deux fois avec du phosphate-buffered saline (PBS) froid, puis récoltées dans
Ïml de PB$. La lyse s’effectuait en ajoutant 200pi de tampon de lyse A (HEPES
pH 7,9 à lOmM, MgCl à 1,5mM, KC1 à lOrnM, DTT à 0,5mM et PMSF à 0,5mM)
et en faisant trois cycles de congélationldécongélation. Les noyaux étaient par la
suite récoltés par centrifugation et re-suspendus dans deux tiers de volume de
tampon d’extraction nucléaire B (HEPES pH 7,9 à 2OmM, glycérol à 25%, MgC12 à
1,5mM, KC1 à 420mM, EDTA à 0,2mM, DTT à 0,5mM et PMSF à 0,5mM). Après
incubation et centrifugation, le surnageant contenant les extraits nucléaires était
dosé par Bradford, aliquoté et congelé à -70°C. Les aliquots étaient dégelés une
seule fois et utilisés dans les 3 mois suivant la préparation.
Préparation de compétiteurs méthylés
Pour la méthylation des sondes, nous avons utilisé le protocole publié par
Ghosal et al. [280] avec quelques modifications.
Les oligonucléotides simple brin 3P3-AC sens (5’-
TCGACGTGAGCACGAGGAGCAGGTGCCCGG-3’) et BP3-AC antisens (5’-
GATCCCGGGCACCTGCTCCTCGTGCTCACG-3’) ont tout d’abord été hybridés
à 95°C durant 5 minutes dans un tampon d’hybridation (Tris-HC1 pH 2 à 250mM et
MgC12 à lOOmM) et les bouts ont été ensuite remplis avec la Klenow (DNA
polymerase I large fragment) durant 10 minutes à 37°C suivi de 10 minutes
d’inactivation à 70°C. La méthylation de la sonde a été faite avec l’enzyme M.SssI
(New England BioLabs Ltd., Pickering, Ontario), une CpG Methylase, durant 5
heures à 37°C suivi de 20 minutes d’inactivation à 65°C. Le tampon utilisé était le
NEBuffer2 (NaCl à 5OmM, Tris-HC1 à lOmM pH 7,9, MgCl2 à lOmM et
46
dithiothreitol à lmM) dans lequel était ajouté du S-adenosylrnethionine à l6OjiM
comme source de groupement méthyl. L’efficacité de la méthylation a été vérifiée
avec les enzymes de restriction MspI et HpaII. Ces deux enzymes reconnaissent le
site 5’-CCGG-3’ et clivent après la première cytosine. Cependant, HpaII est
sensible à la méthylation CpG et ne peut pas cliver un site méthylé. Comme ce site
de restriction est retrouvé à l’extrémité 3’ de la sonde, il a été possible d’évaluer la
méthylation de la sonde en faisant migrer sur gel polyacrylamide les produits de
digestion.
Marquage des sondes
Le marquage des sondes se faisait par remplissage des bouts des sondes avec
la Klenow (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) durant 15 minutes à 30°C suivi
de 10 minutes d’inactivation à 70°C. 50tCi de a32dATP et une concentration finale
de dCTP, dGTP et dTTP de 0,2mM étaient utilisés. La purification des sondes
marquées se faisait avec l’ensemble ProbeQuant G-50 Micro Column (Amersham
Biosciences Corp., Baie d’Urfé, Québec).
Expérience de retard sur gel
Nous avons étudié la liaison in vitro du facteur de transcription USf
(Upstream Stimulatory Factor) à un élément de réponse potentiel situé entre les
polymorphismes -202 AJC et -185 C/T.
Pour les essais de compétition, un oligonucléotide double brin contenant
l’élément de réponse à USF du promoteur du gène fatty Acid Synthase (5’-
AGCTGTCAGCCCATGTGGCGTGGCCGCCAGCTG-3’) était ajouté au mélange
de liaison composé du tampon de liaison [281] (Tris-HC1 pH 7,9 à 2OmM, MgCÏ2 à
2mM, EDTA à lmM, KCI à 5OmM, DTT à 0,5mM, glycérol à 10% et IGEPAL à
0,1%), de 1ig de poly dIdC et de 5tg d’extrait nucléaire de cellules SK-HEP-1. Le
mélange était alors incubé sur glace 30 minutes. La sonde contenant la séquence -
206 à -181 du promoteur d’IGfBF3 (1 XlO5cpm) était ensuite ajoutée et
l’incubation se poursuivait pour encore 20 minutes. Pour terminer, le mélange était
47
laissé à température de la pièce pendant 15 minutes. Le tout était résolu sur un gel
5% polyacrylamide (29: 1, acrylamide : bis acrylamide).
Pour les retards sur gel avec les anticorps spécifiques aux sous-unités U$F-1
et USF-2, soient les anticorps anti-U$F-1 et anti-USF-2 ($anta Cruz Bioteclmology
Inc., Santa Cruz, CA), 2j.ig d’anticorps étaient ajoutés au mélange de liaison décrit
plus haut et pré incubés 30 minutes à température ambiante. La suite est identique à
la méthode utilisée pour la compétition.
Expérience de traitement au bisulfite
Traitement au bisï4fite d ‘ADN génomique de leucocytes
Afin d’examiner l’impact de l’haplotype sur le statut de méthylation du
promoteur d’IGfBF3, nous avons utilisé une stratégie de traitement au bisulfite. Le
bisulfite transforme un résidu cytosine en résidu uracile, mais la méthylation d’un
résidu cytosine empêche cette réaction. Nous avons utilisé la méthodologie de Clark
et al. [282] avec quelques modifications.
Avant d’effectuer le traitement au bisulfite, 1tg d’ADN génomique de
leucocytes a été digéré avec EcoRI durant environ 16 heures à 37°C. Les réactions
se sont déroulées dans un volume de 300 jii. Une fois la digestion complétée, l’ADN
a été extrait par phénol: chloroforme: isoarnylOH (25 : 24: 1) ainsi que précipité
dans de l’acétate d’ammonium concentré à 0,5M et de l’éthanol 70% à 75%.
L’ADN a été mis en suspension dans 100 j’l d’eau. L’ADN a été dénaturé par l’ajout
de 0,3M de NAOH frais en incubant 30 minutes à 42°C. Des solutions de lOmM
d’hydroquinone (Sigma-Aldrich Corporation, St-Louis, MO) et 2,5M de bisulfite de
sodium à pH 5 ($igma-Aldrich Corporation, $t-Louis, MO)fraîchement préparées
ont été utilisées dans un volume final de 1,2ml en présence de ilOjil d’ADN
dénaturé, de 2,5M de bisulfite de sodium et de 0,5mM d’hydroquinone. Suite à
l’ajout d’une goutte d’huile minérale, les tubes ont été incubés à 50°C durant 16
heures. Par la suite, l’ADN a été purifié suivant le protocole de la trousse
commerciale QIAEX II (Qiagen Inc., Mississauga, Ontario). Le volume final a été
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ajusté à 100jil avec de l’eau. Pour compléter la réaction (désulphonation de l’uracil),
0,3M de NaOH ont été ajoutés suivi d’une incubation de 30 minutes à 37°C. La
réaction a été neutralisée par l’ajout d’acétate d’ammonium à 3M pH 7 et l’ADN a
été précipité avec de l’éthanol 100%, centrifugé à vitesse maximale pour 15
minutes, lavé avec éthanol 70%, séché et mis en suspension dans l00il d’eau.
Amplification par FCR du promoteur d ‘IGFBP3 après traitement au bisuflte
La première ronde d’amplification par PCR du promoteur d’IGFBF3 a été
effectuée à partir de 5t1 d’ADN modifié dans un volume de 25tl et en utilisant les
amorces BP3MF2 (5’-GGGTGTTGAGGTGGTTTGGAGTGT-3’) et BP3MR2 (5’-
AACTATAAAATCCAAACAAAAAAC-3’). Les conditions de PCR utilisées
étaient les suivantes : 35 cycles d’une minutes à 95°C, d’une minute à 52°C et d’une
minute à 72°C et pour terminer, 5 minutes d’élongation à 72°C. La deuxième ronde
d’amplification par PCR a été effectuée avec 5rl du produit PCR de la première
ronde. Les amorces BP3Mf 1 (5’-GGGTATATTTTGGTTTTTGTAGA-3’) et
BP3MRI (5’-AAAAACCRAAATAACCCAAAACAC-3’) ont été utilisées et les
conditions du PCR étaient les suivantes: 35 cycles d’une minute à 95°C, d’une
minute à 55°C et d’une minute à 72°C et pour terminer, 5 minutes d’élongation à
72°C [274J.Les fragments obtenus ont été purifiés par migration sur gel d’agarose
2% et par le «kit» QIAEX II (Qiagen Inc., Mississauga, Ontario).
Séquençage du produit de F67? de l’ADN génomique traité au bisitifite
Une fois purifiés, les fragments ont été préparés pour le séquençage suivant
les étapes décrites au protocole «Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle
Sequencing Kit» (USB Corporation, Cleveland, Ohio). Ce kit utilise des ddNTPs de
terminaison marqués au 33Phosphore en position Œ et la cc Thermo Sequenase DNA
Polymerase» comme enzyme de polymérisation. Seuls les produits d’extension
correctement terminés sont marqués, diminuant ainsi le bruit de fond. 2pmol
d’amorce BP3MFI et 0,25pmol du produit de PCR ont été utilisées. La migration de
la séquence a été effectuée sur gel dénaturant avec 6% de polyacrylamide 19 : 1
contenant de l’urée à 8M.
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Amorces
Toutes les amorces utilisées proviennent de la compagnie Alpha
DNA (Montréal, Québec).
Statistiques
Pour les résultats de transfection, le rapport luciférase/f3-galactosidase était
calculé pour chaque puits. La moyenne des triplicatas était alors calculée ainsi que
l’écart-type. L’écart-type de la moyenne a été calculé quand les résultats découlaient
de plusieurs expériences. Pour comparer les moyennes obtenues pour différentes
semaines, un test de t non pairé avec un intervalle de confiance de 95% était




Optimisation des conditions expérimentales pour l’étude de l’activité du
promoteur d’IGfBP3
Avant de débuter l’étude de l’activité du promoteur d’IGFBF3, une série
d’expériences ont été effectuées afin de déterminer les paramètres optimaux pour les
transfections transitoires et les traitements avec l’insuline. Le vecteur pBP3/-440
AC a été utilisé en co-transfection avec le vecteur rapporteur d’activité t3-
galactosidase pSVf3 dans un ratio 3 : 1. Ce ratio avait déjà été optimisé dans notre
laboratoire et il a été utilisé pour toutes les transfections décrites dans ce mémoire.
L’activité f3-galactosidase a été mesurée afin de contrôler l’efficacité de la
transfection et de normaliser l’activité luciférase.
Quantité de vecteur
La quantité de vecteur à utiliser lors de la transfection a tout d’abord été
étudiée. La figure 6 nous montre les rapports luciférase/f3-galactosidase pour
différentes quantités de vecteur utilisées, avec ou sans stimulation à l’insuline. Le
protocole de la compagnie Roche pour le produit de transfection Fugene 6 suggère
d’effectuer les transfections avec un ratio 3pL Fugene 6 pour 21g de plasmide. Les
transfections ont donc été faites avec 3 iL de Fugene 6 et les quantités de vecteur
ont été changées. La figure 6 démontre que le niveau d’expression avec ou sans
stimulation à l’insuline est à son maximum lorsque 2jig de plasmide sont utilisés, ce
qui concorde avec ce qu’indiquait le protocole. Un ratio plus élevé de 6!IL de
Fugene 6 pour 2tg de vecteur a ensuite été essayé afin de s’assurer d’avoir le
meilleur ratio Fugene 6: vecteur, mais aucune différence n’a été observée (données
non montrées). Donc, les essais luciférase ont été faits avec 3iiL de fugene 6 et un
mélange de 2jig de plasmide contenant l,5ig de vecteur rapporteur d’activité


































































































































































































































































































































































La quantité de cellules SK-HEP-1 donnant une meilleure efficacité de
transfection dans les plaques de 12 puits a ensuite été déterminée. La figure 7 nous
montre l’activité luciférase corrigée avec ou sans stimulation à l’insuline pour
différentes quantités de cellules SK-HEP-1. De 100 000 à 300 000 cellules ont été
mises dans chaque puits la veille de la transfection. On peut observer que l’activité
luciférase corrigée augmente avec la quantité de cellules mises dans les puits et que
la stimulation à l’insuline est la plus forte avec 300 000 cellules. De plus, à cette
quantité, les cellules sont confluentes à environ 60% le jour de la transfection, ce qui
est en accord avec le protocole de Roche qui suggère une confluence entre 50 et
80%. Des essais avec de plus grandes quantités de cellules ont été effectués, mais le
jour de la transfection, les cellules étaient confluentes à près de 100% et
commençaient à se décoller. Les essais luciférase ont donc été effectués avec 3 X
1 cellules SK-HEP- 1 ensemencées la veille de la transfection.
Concentration d’insuline
Dans un troisième temps, la concentration d’insuline à utiliser pour les
traitements a été étudiée. Dans la littérature, différentes concentrations sont utilisées
pour les traitements in vitro, allant de 1 06M à 1 0’°M. Par exemple, une étude sur le
promoteur d’IGFBP-3 de rat [2691 et une autre sur la régulation du cycle cellulaire
[283] ont utilisé des concentrations d’insuline de 1OE6M. Une étude sur
l’identification d’éléments de réponse à l’insuline dans le promoteur du gène
«Glucose-6-phosphatase catalytic subunit» [284] a été faite avec 1 OE8M d’insuline.
Deux études sur la régulation de la transcription du gène «Fatty Acid $ynthase»
ont utilisé respectivement des concentrations d’insuline de 1OE8M et 109M
[285;286]. Puisqu’il existe une certaine variabilité dans les concentrations d’insuline
utilisées pour les traitements in vitro et qu’il n’y a aucune étude spécifique aux
cellules $K-HEP-1, nous avons voulu déterminer la concentration qui conviendrait
















































































































































































































































































































































Les expériences de stimulation précédentes effectuées dans notre laboratoire
ont été réalisées avec 1,7 X107M d’insuline et nous voulions vérifier si cette
concentration donnait des résultats optimaux. La figure $ nous montre l’activité
luciférase corrigée du gène rapporteur dans les cellules SK-HEP- 1 transfectées avec
le vecteur pBP3/-440 AC et traitées avec des concentrations d’insuline allant de 10
6M à 1OE9M. Nous pouvons voir que l’activité luciférase est très semblable pour les
quatre concentrations. Il n’y a pas de différence d’activité luciférase entre les
cellules traitées avec 1,7 X1OE7M et les cellules traitées avec 1,7 X1OE9M,
concentration qui se rapproche des niveaux physiologiques. Comme 1,7 X1OE7M
d’insuline se trouvait dans l’échelle des concentrations retrouvées dans la littérature
et que cette concentration a déjà été utilisée dans notre laboratoire, nous avons
décidé de garder cette concentration pour effectuer les traitements sur les cellules
SK-HEP-1.
Durée du traitement
Ensuite, nous avons voulu déterminer la durée optimale du traitement des
cellules $K-HEP-1 avec l’insuline. La figure 9 nous montre l’activité luciférase
dans les cellules SK-HEP- 1 transfectées avec le vecteur pBP3/-440 AC et traitées à
l’insuline 1,7 Xl 07M avec différents temps de stimulation. On peut observer pour 4
heures et 12 heures de traitement qu’il n’y a pas de stimulation. On remarque une
stimulation de l’activité luciférase corrigée à partir de 24 heures et elle semble
maximale, car on peut noter une diminution de l’activité luciférase avec et sans
traitement à l’insuline après 4$ heures. Ce phénomène est causé par une activité
luciférase et une activité f3-galactosidase diminuées après 4$ heures. Nous avons
donc utilisé des stimulations avec insuline d’une durée de 24 heures puisque nous
recherchions les niveaux de stimulation maximaux.
Utilisation du sérum foetal de veau
Nous avons aussi voulu déterminer l’effet de l’utilisation de sérum foetal de
veau concentré à 0,1% sur les niveaux d’expression de la luciférase. En effet,
certaines liguées cellulaires supportent mal l’absence de sérum foetal de veau dans le
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milieu de culture pour une période prolongée, ce qui peut affecter les résultats.
Veuillez noter que les cellules non traitées sont aussi en présence de sérum foetal de
veau. La figure 10 montre les niveaux d’expression de la luciférase dans les cellules
SK-HEP-1 transfectées avec le vecteur pBP3/-440 AC et traitées à l’insuline 1,7
X107M durant 24 heures en présence de 0,1% SFV ou sans sérum. Nous pouvons
remarquer qu’il n’y a aucune différence dans les niveaux d’expression de la
luciférase entre les cellules qui ont été en présence ou en absence de sérum foetal de
veau 0,1%, qu’elles aient été traitées avec de l’insuline ou non. Un examen
sommaire des cellules par microscopie à la fin des traitements n’a décelé aucune
différence apparente entre un milieu contenant ou non du sérum foetal de veau. Les
cellules avaient la même morphologie et la quantité de débris cellulaires flottant
dans le milieu était semblable (résultats non montrés). Nous avons donc continué à
utiliser un milieu de culture ne contenant aucun sérum lors des traitements avec
insuline puisque l’absence de sérum foetal de veau n’affecte pas les niveaux
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Effet du rouge de phénol
Finalement, nous avons voulu déterminer l’effet du rouge de phénol contenu
dans le milieu de culture sur les niveaux d’expression de la luciférase. Le noyau
aromatique du phénol peut mimer l’action des estrogènes et il a été démontré que les
estrogènes peuvent inhiber l’expression du gène IGFBF3 dans différents systèmes
[242;244;287-2$9]. La figure 11 montre les ratios d’induction de la luciférase
(ins./cont..) dans les cellules $K-HEP-l transfectées avec le vecteur pBP3/-440 AC
et traitées à l’insuline 1,7 X107M, avec ou sans rouge de phénol. Lorsque nous
comparons ces ratios, nous remarquons qu’il n’y a pas de différence entre les
cellules traitées avec ou sans rouge de phénol. À la lumière de ces résultats, il n’a
donc pas été nécessaire d’effectuer les expériences d’activité du promoteur

















Figure 11. Effet du rouge de phénol. Les cellules SK-HEP-1 ont été transfectées
avec 1,5tg de vecteur pBP3/-440 AC et O,5tg de vecteur pSV3-galactosidase. Les
cellules ont ensuite été traitées avec insuline (1,7 XYOE7M) ou véhicule seulement
(contrôle) durant 24h dans un milieu sans ou avec rouge de phénol. Les cellules ont
été traitées durant 24 heures avant d’être lysées. Le graphique montre les valeurs
moyennes ainsi que l’écart-type pour une expérience représentative effectuée en
triplicata. Les valeurs de luciférase ont été normalisées par l’activité 13-
galactosidase.
Sans rouge de phénol Avec rouge de phénol
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Le promoteur minimal d’IGfBP3
Cubbage et al. ont été les premiers à caractériser le gène codant pour IGFBP
3 et son promoteur en 1990 [253]. Ils avaient établi le promoteur minimal comme
étant une séquence couvrant la région -431 à 72pb par rapport au site putatif
d’initiation de la transcription.
Nous avons donc décidé d’utiliser la même région pour nos
expérimentations, mais dans un premier temps, nous voulions étudier l’impact de la
longueur du promoteur sur son activité transcriptionnelle. Pour ce faire, les cellules
SK-HEP-1 ont été transfectées avec des vecteurs rapporteurs d’activité luciférase
sous contrôle de différentes longueurs de la région en amont du gène codant pour
l’IGFBP-3. Les cellules ont été traitées ou non à l’insuline 1,7 X1OE7M durant 24
heures. Les figures 12 a) et b) nous montrent deux résultats représentatifs
démontrant une certaine variabilité inter-expérience. Les niveaux d’expression de la
luciférase obtenus pour des fragments de promoteur d’IGFBF3 de 2kb, 1,lkb,
440pb et 250pb en amont du site d’initiation de la transcription y sont montrés.
Nous pouvons remarquer que les niveaux de luciférase maximaux avec et sans
traitement à l’insuline sont obtenus avec le fragment de promoteur de 440pb. Les
niveaux de transcription pour les fragments de promoteur de 2kb et 1 ,lkb sont très
inférieurs à ceux obtenus pour le fragment de 440pb, soit moins de 50% de l’activité
maximale. Cette différence est cependant moins grande pour le fragment de 250pb.
Nous observons que les niveaux basaux de celui-ci sont inférieurs à ceux du












































Variation de la longueur du promoteur
Figure 12. Étude de l’influence de la longueur du promoteur d’IGfBP3. Les
cellules SK-HEP-1 ont été transfectées avec l,5tg de vecteur pBP3/-2kb AC, -
1,lkfr AC, -440 AC ou -250 AC et 0,5ig de vecteur pSVf3-galactosidase. Les
cellules ont ensuite été traitées avec insuline (1,7 XYO7M) ou véhicule seulement
(contrôle) durant 24h. Les figures 6 a) et b) montrent les valeurs moyennes ainsi que
l’écart-type pour 2 expériences effectuées en triplicata. Les valeurs de luciférase ont
été normalisées par l’activité 3-galactosidase.
-2kbAC -1,lkbAC -440 AC -250 AC
Variation de la longueur du promoteur
-2kbAC -1,lkbAC -440 AC -250 AC
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La diminution de l’activité luciférase pour les fragments de promoteur plus
grands que 440pb pourrait être expliquée par la présence d’éléments répresseurs
dans la région -1,lkb à -440pb en amont du site d’initiation de la transcription. Nous
avons donc créé des vecteurs d’expression avec des fragments de promoteur
d’IGFBF3 de 64$pb et $48pb afin de mieux cibler cette région. La figure 13 nous
montre les niveaux d’expression de la luciférase dans les cellules transfectées avec
ces nouveaux vecteurs avec et sans traitement à l’insuline. Nous pouvons remarquer
qu’il n’y a pas de différence entre les fragments de 440pb et de 64$pb pour les
niveaux d’expression sans traitement à l’insuline. Cependant, le fragment de
promoteur de $48pb produit un niveau d’expression beaucoup plus bas que ces
derniers, ce qui démontre que la région comprise entre les nucléotides -$4$ et -64$
est impliquée dans la régulation de la transcription. Cette séquence de 200
nucléotides pourrait donc contenir des éléments de répression de la transcription.
Nous avons par la suite voulu vérifier l’impact de la longueur des fragments
de promoteur sur l’activation de la transcription par l’insuline. La figure 14 nous
montre les ratios d’induction (insuline/contrôle) de différents fragments de
promoteur d’IGFBF3 pour quatre expériences effectuées en triplicata. Nous
observons que les ratios d’induction sont similaires pour tous les fragments. Ces
résultats nous indiquent que les régions importantes pour la réponse à une
stimulation à l’insuline se trouvent en aval du nucléotide -250.
En conclusion à l’étude de la région 5’ du gène codant pour IGfBP-3, nous
pouvons dire que le promoteur minimal est constitué du fragment de 440pb en
amont du site d’initiation de la transcription comme l’avait décrit Cubbage en 1990.
Nous avons observé aussi que la région comprise entre les nucléotides -$4$ et -648
régule le promoteur d’IGFBF3 en réprimant son activité transcriptionnelle. Nous
avons finalement observé que les éléments de réponse à l’insuline se retrouvent en




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Les po]ymorphismes -202 AIC et -185 C/T affectent in vitro l’activité de
transcription du promoteur d’IGfBP3
Afin de vérifier in vitro l’impact des polymorphismes -202 A/C et -185 C/T,
les cellules SK-HEP-1 ont été transfectées avec quatre vecteurs d’expression de la
luciférase, soient les vecteurs pBP3/-440 AC, CC, CT et AT. Veuillez noter que,
dans la nomenclature des vecteurs rapporteurs, la première lettre fait référence au
polymorphisme -202 et que la seconde fait référence au polymorphisme -1 85. Suite
à la transfection, les cellules SK-HEP-1 ont été traitées durant 24 heures avec ou
sans insuline 1,7 Xl OE7M. Les figures 15 a) et b) montrent les niveaux d’expression
de la luciférase relatifs aux cellules transfectées avec le vecteur pBP3/-440 CT. Les
valeurs représentent la moyenne de trois expériences chacune en triplicata. Nous
pouvons noter que le niveau d’expression sans stimulation (a) est significativement
plus élevé pour le vecteur pBP3/-440 AC que pour les autres haplotypes (AC>CC,
p=O,O2; AC>AT, p=O,O3) et que la même chose se produit suite à un traitement avec
insuline (b) (AC>CC, p=O,O4). La variabilité semble cependant plus grande pour les
expériences de stimulation à l’insuline. La figure 16 montre pour ces mêmes
expériences le ratio d’induction à l’insuline (cellules traitées/cellules non traitées).
Nous observons que les ratios d’induction pour les cellules transfectées avec les
vecteurs pBP3/-440 CC et AT sont significativement plus élevés que pour les
cellules transfectées avec les vecteurs pBP3/-440 AC et CT (CC>AC, pO,03;
CC>CT, p=O,O3; AT>AC, p=O,O3; AT>CT, p=O,O4). Nous pouvons donc affirmer
que les polymorphismes -202 et -185 ont un impact sur l’activité promotrice du
fragment -440pb/+l9pb du promoteur d’IGFBP3 tant au niveau basal qu’avec
















Figure 15. Impact des polymorphismes du promoteur d’IGFBP3. Les cellules
SK-HEP-Ï ont été transfectées avec 1,5g de vecteur pBP3/-440 AC, CC, CT ou
AI et O,5tg de vecteur pSVf3-galactosidase. Les cellules ont ensuite été incubées
dans un milieu sans insuline (a) ou contenant 1,7 X1OE7M d’insuline (b) durant 24h.
Les données sont exprimées par rapport au vecteur pBP3/-440 CT et représentent la
moyenne de 3 expériences, chacune en triplicata. Les barres d’erreur représentent
l’écart-type de la moyenne pour ces expériences. Les valeurs de luciférase ont été
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La région du promoteur d’IGfBP3 comprise entre les polymorphismes -202
AIC et -185 C/T contient un site de liaison au facteur de transcription USF
(Upstream Stimulatory factor)
Afin d’identifier des facteurs de transcription possédant des sites de liaison
putatifs dans la région des polymorphismes du promoteur d’IGfBP3, une recherche
a été effectuée in silico en utilisant le logiciel TESS (Transcription Element Search
System; www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess). Ce logiciel utilise la base de données
TRANSFAC. La recherche a été faite avec le fragment de promoteur -440/+ 19 et les
paramètres par défaut ont été utilisés (« Maximum Allowable String Mismatch » de
10%, «Minimum log-likelihood ratio score» de 12). La recherche a été limitée aux
facteurs de transcription retrouvés chez l’humain. Cette analyse nous a permis
d’identifier plusieurs facteurs putatifs pouvant interagir avec la région des
polymorphismes, dont le facteur de transcription «Upstream Stimulatory Factor»
(USF). Ce facteur est particulièrement intéressant, car il a été démontré que ce
facteur pouvait se lier à l’élément de réponse à l’insuline contenu dans le promoteur
du gène «Fatty Acid Synthase» [2901. La figure 17 nous montre que le site de
liaison putatif d’USF se trouve entre les polymorphismes -202 A/C et -185 C/T.
L’élément de réponse potentiel du promoteur d’IGFBP3, 5’-CACGAG-3’, se




Figure 17. Site de liaison putatif du facteur de transcription USf entre les
polymorphismes du promoteur d’IGfBP3. Le site de liaison potentiel se
rapproche du site consensus de liaison d’USF (5’-CANNTG-3’).
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Le facteur de transcription USF se lie in vitro à la région comprise entre les
polymorphismes -202 et -185 et cette liaison est influencée par la méthylation
CpG
Afin de déterminer si le facteur de transcription U$f se liait in vitro dans la
région polymorphique, des essais de retard sur gel ont été effectués. Une sonde
double brin radioactive comprenant les sites polymorphiques -202 et -185 (5’-
tcgaCGTGK202GCACGAGGAGAGGTGC’85CCGGgatc-3’) a été utilisée en
présence d’extraits nucléaires de cellules $K-HEP-1 traitées ou non à l’insuline.
Nous pouvons remarquer à la figure 18 a) que la migration de la sonde est retardée
lorsqu’elle est combinée aux extraits nucléaires provenant de cellules non traitées.
Cette bande n’apparaît pas en absence d’extraits nucléaires. La même bande est
visible pour les extraits nucléaires provenant de cellules traitées à l’insuline et
l’intensité de la bande est similaire. Afin de déterminer si la protéine USF se
retrouve dans ce complexe, une compétition avec une sonde froide contenant le site
de liaison pour USF du promoteur provenant du gène FAS a été effectuée [290]. Les
extraits nucléaires provenant de cellules traitées à l’insuline ont été utilisés. À la
figure 18 a), on note une disparition quasi complète de la bande retardée en présence
d’une quantité de compétiteur 10 fois supérieure à la sonde marquée. En utilisant 20
fois plus de compétiteur que de sonde marquée, la bande disparaît complètement.
Puisque chez les mammifères, le facteur de transcription USF se retrouve
majoritairement sous forme d’un hétérodimère composé des protéines U$F-1 et
U$f-2, qui sont les produits de deux gènes distincts, nous avons voulu déterminer si
ces deux facteurs étaient présents dans le complexe retardé. Pour ce faire, nous
avons utilisé deux anticorps, anti-USF-1 et anti-U$F-2, qui sont spécifiques à
chaque protéine. Nous observons à la figure 18 a) un changement dans la migration
du complexe, ou «supershifi », lorsque l’anticorps anti-U$F-2 est utilisé.
Cependant, ce changement de migration n’a pas lieu en présence de l’anticorps anti
USF-1. Nous remarquons plutôt une disparition complète du complexe retardé.
L’anticorps anti-USF-1 agirait ici comme un compétiteur, car son site de liaison à
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USF se retrouve près de la région de la liaison à l’ADN. Ces résultats nous
indiquent qu’USF-l et USf-2 se retrouvent dans le complexe qui lie la sonde
radioactive.
Comme il a été démontré que la liaison du facteur USF à son élément de
réponse est diminuée lorsque ce dernier est méthylé [291], nous avons voulu vérifier
s’il en était de même pour notre élément de réponse. Nous avons tout d’abord
effectué une compétition avec la sonde U$F non méthylée. Nous pouvons observer
à la figure 18 b) qu’une quantité de compétiteur non méthylé 20 fois supérieure à la
sonde radioactive réussit à diminuer l’intensité de la bande retardée. Si on utilise
une quantité de compétiteur 100 fois supérieure, on remarque une disparition quasi
complète de la bande retardée. Nous avons par la suite effectué une compétition
avec la même sonde, mais cette fois-ci méthylée in vitro par la méthylase M.SssI.
Nous remarquons qu’une quantité de sonde méthylée 20 fois supérieure à la sonde
radioactive diminue beaucoup moins l’intensité de la bande retardée que le
compétiteur non méthylé. La même situation est observée avec une quantité de
sonde méthylée 100 fois supérieure. En effet, à cette quantité, la sonde méthylée ne
peut faire disparaître la bande retardée comparativement à la sonde non méthylée
qui le fait presque totalement. Cela nous montre que la méthylation de la région des
polymorphismes -202 et -185 sur le promoteur d’IGfBF3 peut affecter in vitro la
liaison du facteur de transcription USF.
En conclusion aux essais de retard sur gel, nous pouvons suggérer que le
facteur de transcription USf, sous forme d’hétérodimère USF-1 et USF-2, peut se
lier in vitro à un fragment du promoteur comprenant un élément de réponse à USF
trouvé in siÏico et qui se trouve entre les polymorphismes -202 A/C et -185 C/T. De
plus, lorsque méthylée, la sonde comprenant les nucléotides -206 à -181 du

















































































































































































































































































































































































































































































L’élément de réponse au facteur de transcription USF compris entre les
polymorphismes -202 et -185 semble important pour la réponse au traitement à
l’insuline
Afin de vérifier l’implication du site de liaison d’USf compris entre les
polymorphismes -202 et -185 lors d’un traitement à l’insuline, nous avons effectué
une mutation ponctuelle par mutagenèse dirigée dans le vecteur rapporteur
d’activité luciférase pBP3/-440 AC. L’élément de réponse à USF, 5’-CACGAG-3’,
a été changé pour 5’-CTCGAG-3’ [279]. La figure 19 montre les niveaux
d’expression de la luciférase suite à un traitement avec de l’insuline 1,7 Xl OE7M sur
des cellules $K-HEP-1 transfectées avec le vecteur pBP3/-440 AC de type sauvage
ou mutant (pBP3/-440 AC-Mi). Nous remarquons tout d’abord que les niveaux
d’expression sans stimulation à l’insuline pour le promoteur sauvage ou mutant sont
semblables. Cependant, suite à un traitement à l’insuline, on remarque que
l’activation de la transcription par le promoteur muté est grandement diminuée par
rapport au promoteur sauvage (pr=O,Ol3) et qu’elle se rapproche des niveaux
d’expression sans traitement à l’insuline. Nous pouvons donc affirmer que l’élément
de réponse pour USF qui se situe entre les polymorphismes -202 A/C et -185 C/T du
promoteur d’IGfBF3 semble impliqué dans la réponse à l’insuline.
Les polymorphismes -202 AIC et -185 C/T affectent les patrons de méthylatïon
de l’ADN génomique dans les leucocytes
Afin de vérifier l’impact in vivo des polymorphismes -202 A/C et -185 C/T
sur la méthylation du promoteur d’IGFBF3, nous avons traité au bisulfite l’ADN
génomique provenant de leucocytes pour trois haplotypes: trois homozygotes -202
A et -185 C, trois homozygotes -202 C et -185 C ainsi que trois homozygotes -202
C et -185 T. Nous avons par la suite séquencé la région des deux polymorphismes.
La figure 20 nous montre les patrons de méthylation obtenus. Nous pouvons
observer en général que la méthylation est plus importante chez les individus
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homozygotes -202 C et -185 C que chez les individus homozygotes -202 A et -185
C. En plus d’ajouter une séquence CpG qui se retrouve méthylée chez les individus
homozygotes -202 C et -185 C, il semble qu’un C en position -202 affecte aussi la
méthylation des cytosines avoisinantes. De plus, quand nous observons la
méthylation chez les individus homozygotes -202 C et -185 T, on remarque qu’elle
est plus faible que chez les individus homozygotes -202 C et -185 C. La présence
d’un T en -185 n’ajoute ni n’enlève de séquence CpG, mais on remarque cependant
que la méthylation de la cytosine -183 est diminuée en présence d’un T en -185,
indiquant que le polymorphisme -185 peut influencer l’état de méthylation des
CpGs adjacents. En conclusion, nous avons pu montrer que les polymorphismes -
202 A/C et -185 C/T ont une influence sur la méthylation locale in vivo du
promoteur d’IGfBP3 dans les cellules leucocytaires et par le fait même
potentiellement sur la liaison à l’ADN du facteur de transcription USf.
4







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































La variabilité interindividuelle est un important sujet de la médecine du
)(XIe siècle. L’investigation de diverses conditions cliniques telles que la déficience
en GH, l’hypertension et différents cancers a permis de faire un lien entre phénotype
(risque pour certaines maladies, réponse aux médicaments, variabilité normale de la
population) et génétique. Cependant, très peu de mutations codantes peuvent
expliquer ces phénotypes, d’où l’importance d’étudier en profondeur le rôle des
polymorphismes dans les régions non codantes et leur impact sur le fonctionnement
des gènes. Les polymorphismes les plus étudiés sont du type SNP (« Single
Nucleotide Polymorphism ») et sont des variations d’un seul nucléotide dans l’ADN
génomique. Chaque combinaison possible d’un ou de plusieurs polymorphismes sur
le même chromosome dans une région déterminée de l’ADN est appelée haplotype.
Les résultats de recherches précédentes ont pu démontrer pour l’IGfBP-3,
une protéine de liaison pour les IGfs qui joue un rôle primordial dans la croissance
normale et néoplasique, un lien entre génotype et phénotype. Tel que mentionné
dans l’introduction, 2 $NPs en déséquilibre de liaison situés à l’intérieur du
promoteur d’IGFBF3 sont associés avec les niveaux circulants d’IGFBP-3
[277;27$]. Autant chez les adultes que chez les enfants et ce pour les deux sexes, le
polymorphisme -202 AJC a été corrélé avec les niveaux circulants d’IGFBP-3
(AA>AC>CC). Une tendance similaire était observée dans toutes les cohortes pour
le génotype -185 (CC>CT>TT), mais à cause d’une plus faible relation, les données
statistiques n’atteignaient pas toujours un seuil significatif.
Dans ma démarche scientifique, le phénotype que je cherchais à mieux
comprendre était le niveau sérique d’IGfBP-3. C’est afin de mieux comprendre le
rôle des $NPs dans le promoteur d’IGfBF3 et leur impact sur l’expression de ce
gène que la présente recherche a été effectuée.
Avant de débuter avec les expériences proprement dites, nous avons dû
optimiser les conditions de transfection. Nous avons utilisé comme modèle les
cellules 5K-HEP-1 parce qu’il a déjà été montré que ces cellules exprimaient
l’IGFBP-3 [237] et aussi parce que notre laboratoire avait déjà démontré la
stimulation de l’IGfBP-3 par l’insuline [277]. Nous avons décidé d’étudier
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l’insuline parce que plusieurs études in vivo montraient clairement qu’il s’agit d’un
régulateur honrional de cette protéine de liaison [229;23 1 ;236]. De plus, des études
in vitro ont pu démonter une augmentation de la protéine, des niveaux d’ARNm
ainsi que de la transcription suite à une stimulation avec insuline [239-241].
Une fois les conditions optimales obtenues, nous avons vérifié la longueur
du promoteur minimal de l’IGfBF3. Nous avons ainsi pu démontrer que le
promoteur minimal était constitué des nucléotides -440 à +19 et qu’il correspondait
à celui décrit par Cubbage et al. (fig. 12)[253]. Nous avons aussi pu observer une
diminution de l’activité de transcription en fonction de la longueur du promoteur.
Cela pourrait s’expliquer par la présence d’éléments répresseurs le long du
promoteur. Une importante diminution de la transcription a été observée entre les
nucléotides -848 et -64$ (fig. 13). Notre laboratoire est en train d’analyser cette
région avec le programme TE$$ afin d’identifier des facteurs de transcription
potentiels. Nous avons pu récemment identifier deux sites putatifs pour c-myc (-
744/-739 et -654/649). Ce facteur de transcription peut agir directement comme
agent de répression ou par l’intermédiaire de son partenaire de liaison MAD [293].
Nous pourrions ensuite construire des vecteurs d’expression en tenant compte des
éléments de réponse identifiés et étudier leur impact sur l’activité du promoteur.
Ensuite, nous avons pu démontrer que les polymorphismes -202 A/C et -1 $5
C/T affectaient in vitro l’activité de transcription du promoteur d’IGFBP-3. Nous
avons observé que l’activité luciférase avec ou sans stimulation avec insuline était
plus élevée pour l’haplotype AC du promoteur d’IGFBP3 que pour les haplotypes
CC et CT (fig. 15), ce qui correspond à ce qui a été observé in vivo pour le
polymorphisme -202 [277;278]. Cependant, il semble que le polymorphisme -185 T
interagisse avec le polymorphisme -202 A pour diminuer la transcription du gène
rapporteur dans les cellules transfectées, avec ou sans stimulation avec l’insuline
(AC>CC=CT=AT).
Étrangement, le génotype AT n’a été retrouvé dans aucune des cohortes
étudiées jusqu’à ce jour (adulte, pédiatrique, homme ou femme). Cela pourrait
s’expliquer de plusieurs façons. Le polymorphisme -185 C/T n’a pas encore atteint
l’équilibre Hardy-Weinberg, c’est-à-dire que ce polymorphisme est encore récent. Il
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se peut aussi que l’haplotype AT soit soumis à une pression de sélection négative,
c’est-à-dire que de bas niveaux d’IGFBP-3 seraient en quelque sorte délétères.
En calculant le ratio d’induction suite à une stimulation avec l’insuline, nous
avons pu démontrer que les polymorphismes affectaient ces ratios (fig. 16). Cette
différence entre les haplotypes nous montre que la région polymorphique semble
impliquée dans la régulation du promoteur par l’insuline. Cependant, il faut toujours
se rappeler que nous avons enlevé le promoteur de son contexte chromosomique.
Une façon de contourner ce problème serait de créer des lignées cellulaires ayant
des génotypes différents par recombinaison homologue et ensuite étudier les
niveaux de transcription de l’IGfBF3.
D’une expérience de transfection à une autre, il existait une grande
variabilité pour les niveaux d’activité luciférase normalisés pour l’activité J3-
galactosidase. La variabilité intra essai, établie par l’utilisation de triplicatas, était
acceptable, mais il était impossible de faire la moyenne absolue des valeurs pour
plusieurs expériences. C’est pourquoi nous avons dû normaliser les résultats pour
chaque expérience avec le vecteur -440 CT. Ainsi, il nous a été possible de mieux
analyser les résultats. Nous avons aussi effectué une normalisation avec le vecteur -
440 CC et les mêmes résultats ont été obtenus (données non montrées).
Plusieurs facteurs pourraient expliquer cette variabilité entre les expériences.
L’état des cellules joue un grand rôle dans cette variabilité bien que la même
quantité de cellules était utilisée dans chaque puits. Le degré de confluence des
cellules dans les T75 au moment de l’ensemencement était évalué visuellement et se
situait entre 70 et 90%. Il pouvait donc y avoir une légère différence de confluence
dans les flacons d’une semaine à l’autre. Des cellules trop confluentes au moment
de la mise en plaque pourraient être en inhibition de contact, un phénomène qui
arrête le cycle cellulaire. Les cellules en inhibition de contacts seraient alors moins
actives métaboliquernent que des cellules en pleine expansion. Le fait de mieux
contrôler la croissance des cellules aurait peut-être permis une plus faible variabilité
entre les expériences. Puisque d’une semaine à l’autre différents réactifs étaient
utilisés (lot du sérum foetal de veau, demi-vie de la luciférine, etc.), il se peut que
ceux-ci pouvaient affecter les niveaux d’activité mesurés.
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En plus de la démonstration d’un rôle fonctionnel des polymorphismes -202
et -185 pour les niveaux d’expression avec ou sans stimulation avec l’insuline en
utilisant des constructions de gènes rapporteurs, une autre importante observation
est que ces polymorphismes pourraient moduler les interactions de facteurs de
transcription spécifiques. En faisant une recherche in silico des facteurs de
transcription susceptibles de se lier à la région polymorphique, nous avons remarqué
qu’une quantité considérable de facteurs pouvait s’y fixer. Parmi tous ces facteurs,
USF a attiré notre attention puisqu’il pouvait potentiellement se lier directement
entre les deux polymorphismes. De plus, Wang et al. ont démontré que USF se liait
à un élément de réponse à l’insuline situé dans le promoteur du gène FAS [290] et
qu’une méthylation de dinucléotides CpG pouvait diminuer cette liaison [291]. En
utilisant la technique de retard sur gel, nous avons pu établir que les deux facteurs,
USF-1 et USf-2, se liaient à l’élément de réponse et que cette liaison pouvait être
abolie par une compétition avec l’élément de réponse à l’insuline du gène fAS (fig.
18). En plus, nous avons démontré que cette liaison est affectée par l’état de
méthylation de l’ADN. Cette observation est très intéressante puisque nous avons
déterminé que les polymorphismes affectent les patrons de méthylation de l’ADN
génomique de leucocytes (fig. 20). Nos expériences ont démontré que les
polymorphismes peuvent non seulement introduire un nouveau CpG accessible à la
méthylation (-202 A—*C), mais également influencer l’état de la méthylation
avoisinante. Cela pourrait refléter une accessibilité accrue des méthylases causée par
une modification de la configuration de l’ADN.
finalement, nous avons mis en évidence l’importance de la liaison du facteur
USf entre les deux polymorphismes dans la réponse à un traitement avec l’insuline.
En effet, en mutant ce site in vitro de façon ponctuelle selon le mutant de Greaves et
al. [279], nous avons observé une importante diminution de l’activité de
transcription du promoteur par rapport au promoteur non muté suite à une
stimulation avec l’insuline (fig. 19). Il serait important de se rappeler que les gènes
situés à l’intérieur des vecteurs plasmidiques ne subissent pas de méthylation une
fois transfectés dans les cellules. Donc, les effets spécifiques d’une stimulation à
83
l’insuline selon les haplotypes doivent impliquer la liaison différentielle ou le
recrutement d’autres facteurs de transcription en plus d’USF.
Lorsqu’on observe le promoteur minimal d’IGfBF3, on note la présence de
plusieurs éléments de réponse pour divers facteurs. Parmi eux, il y a les sites pour le
facteur de transcription Spi qui sont particulièrement intéressants. Une équipe
travaillant sur le promoteur du gène codant pour la « deoxycitidine kinase» (dCK) a
identifié des éléments de réponses à USf et à Spi et a démontré que ces deux
facteurs étaient impliqués dans la régulation de l’expression du gène [294]. En plus,
elle a démontré par des essais «pull-down» que les deux facteurs pouvaient
interagir entre eux par des interactions protéine-protéine. Dans le cas du promoteur
de la dCK, les deux éléments de réponse étaient juxtaposés l’un à l’autre. Dans le
promoteur d’JGfBF3, il existe en effet un site putatif de liaison à Spi directement
en amont du site de liaison à USF entre les nucléotides -209 et -204. Cette
observation est intéressante puisque le polymorphisme -202 se trouve directement
entre ces deux sites. Il se peut que ce polymorphisme affecte la liaison entre USF et
Spi, affectant ainsi la transcription. Même s’ils ne sont pas directement à côté,
plusieurs autres sites de liaisons potentiels pour Spi de même que le site déjà décrit
dans la boîte GC pourraient interagir avec le site pour U$F via un repliement de
l’ADN. À ce sujet, il a été montré que la liaison d’USF provoquait une courbure
dans l’ADN [295].
Un autre facteur de transcription intéressant est p53. Tel que mentionné plus
haut, le promoteur d’IGfBP-3 contient des sites de liaison putatifs pour p53 qui
consistent en 11 décamères. Les polymorphismes -202 A/C et -185 C/T se
retrouvent chacun dans un de ces décamères (GGGCGTGAICG et
GAGCTCGGCC/T). En se fiant à la séquence consensus du décamère (Pu-Pu-Pu
C-A/T-T/A-G-Py-Py-Py), la présence d’un C en -202 favoriserait la liaison de p53
tandis qu’un A nuirait à ce consensus et aucun effet ne serait remarqué pour le
polymorphisme -185 C/T. Cette situation n’est pas observée dans des conditions
cellulaires physiologiques puisque nous notons in vitro des niveaux d’expression
plus élevés pour un A en -202. Ceci est normal puisque p53 est un facteur de
transcription qui est activé lors d’un dommage à l’ADN et non dans des conditions
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normales t296]. Nous avons tenté de vérifier par retard sur gel si p53 pouvait se lier
à la sonde utilisée pour l’étude d’USF et contenant les deux polymorphismes, mais
aucune liaison n’a été observée. En regardant la sonde utilisée, nous avons remarqué
qu’elle ne contenait que deux décamères. Il a été démontré qu’il fallait un minimum
de quatre décamères afin qu’il y ait une activité de liaison sur le promoteur
d’IGfBF3 t265]. Tout récemment, Hanafusa et al. ont démontré, avec une sonde
contenant les polymorphismes du promoteur et quatre éléments de réponse, une
liaison de p53 à cette région du promoteur et que cette liaison était affectée par la
méthylation du promoteur [266]. Donc, il serait peut-être intéressant d’effectuer des
retards sur gels avec des sondes contenant plus de décamères afin de vérifier s’il y a
une différence selon l’haplotype du promoteur. Il serait aussi intéressant de co
transfecter avec les vecteurs rapporteurs des vecteurs d’expression de p53 et de
vérifier s’il existe une différence dans l’activation du promoteur selon l’haplotype.
Un autre fait intéressant sur p53 est que ce facteur peut se lier avec Spi et
ainsi former un complexe d’activation. Une équipe a en effet démontré que la
formation d’un complexe p53-5pi était nécessaire dans l’activation de l’expression
du facteur p2i dans les cellules T humaines [297]. De plus, cette activation se faisait
par une liaison à un élément de réponse à Spi et ne requérait pas la présence d’un
élément de réponse à p53. Une autre équipe a démontré que le complexe p53-5p1
pouvait se lier avec haute affinité aux deux éléments de réponse dans les cellules
leucémiques [298].
Un troisième facteur de transcription important à considérer est c-myc qui
est impliqué dans le processus d’oncogenèse, la progression dans le cycle cellulaire
et dans l’induction de l’apoptose [299;300]. Il a été montré que c-myc pouvait se
lier à la séquence 5’-CACGAG-3’ qui se trouve à être l’élément de réponse pour
USF que nous avons identifié [293]. Il pourrait donc y avoir une compétition entre
les deux facteurs pour se site et il serait donc intéressant d’ajouter un anticorps anti
c-myc à nos expériences de retard sur gel. Une forte corrélation a été observée entre
la capacité de c-myc à transformer les cellules et son activité de répression de
certains promoteurs [301;302]. Du côté d’USF, des effets d’activation de
promoteurs de plusieurs gènes impliqués dans le contrôle de la prolifération
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cellulaire (Cox-2, BRCA2, cathepsin D, CDK4) ont été observés [303-306]. Pour
venir appuyer cette hypothèse de compétition entre les deux facteurs, Choe et al. ont
observé une diminution de la tumorigénicité chez les fibroblastes transformés par e
myc et exprimant USF-2 actif (307].
En mettant toutes ces observations ensembles, il semble que les facteurs
Spi, p53 et c-myc soient en relation avec le facteur USF et comme le promoteur
d’IGfBP3 contient des sites pour tous ces facteurs, il devient intéressant de se
pencher sur leurs rôles dans la régulation du promoteur d’IGFBF3.
Suite aux résultats que nous avons obtenus, quelques pistes seraient
intéressantes à étudier. Il y a tout d’abord les expériences de retard sur gel et de co
transfection mentionnées plus haut afin d’étudier d’autres facteurs de transcription
qui interagissent avec la région polyrnorphique. Récemment dans notre laboratoire,
des expériences d’immuno-précipitation de la chromatine ont confirmé que le
facteur USf se liait à l’élément de réponse situé entre les polymorphismes dans un
contexte cellulaire plus près de la réalité. Des résultats préliminaires semblent aussi
démontrer que cette liaison peut être affectée par un traitement avec l’insuline.
Des études futures porteront sur la réponse du promoteur à des facteurs
autres que l’insuline. Comme la GH est le principal régulateur de l’expression de
l’IGFBP-3, il serait intéressant de vérifier son impact dans notre modèle cellulaire
ainsi que son lien avec les polymorphismes en identifiant les éléments de réponse
par des transfections qui utiliseraient les constructions de longueur et d’haplotype
différents que nous avons. D’autres régulateurs d’intérêt clinique à étudier seraient
les molécules pro-apoptotiques telles que le butyrate de sodium, la 1,25-
dihydroxyvitamine D3 dont on connaît l’élément de réponse [267], l’acide
rétinoïque et les antioestrogènes tamoxifène et raloxifène. Ces molécules sont
reconnues pour leurs effets stimulateurs sur IGFBP3 en augmentant soit l’activité de
transcription, la stabilité de l’ARNm ou le niveau d’expression de la protéine. Il
serait aussi important d’étudier les effets d’inhibition de l’estrogène sur la
transcription. Comme nous avons déjà toutes les constructions pour tester ces
composés, nous pourrons obtenir des résultats plus rapidement.
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D’autres lignées cellulaires sont nécessaires afin de comparer les effets d’un
type de cellule à l’autre et ainsi valider nos observations concernant l’impact des
polymorphismes au niveau de la réponse à l’insuline. Quand vient le temps de
choisir les lignées cellulaires appropriées pour les transfections, il est important de
vérifier que la machinerie nécessaire à la transcription de l’IGfBP3 soit intacte.
Cela a été fait pour plusieurs lignées cellulaires telles que les cellules de cancer du
sein MCf-7, les cellules d’hépatoblastomes HepG2 ainsi que plusieurs lignées
provenant de carcinomes de poumon et de côlon t240;242;243;3081. Il serait peut-
être aussi désirable de jeter un regard sur des cellules non transformées bien que les
transfections transitoires ne soient pas toujours évidentes dans ce contexte.
Une étude approfondie de l’impact des polymorphismes du promoteur sur la
régulation de l’expression de l’IGfBP-3 nous permettra de mieux comprendre la
variabilité interindividuelle et cela aura d’importantes répercussions sur le plan
clinique. L’étude du rôle fonctionnel des polymorphismes du promoteur d’IGfBF3
fait déjà l’objet de recherches au niveau de l’évaluation de la croissance anormale
durant l’enfance ainsi que dans l’épidémiologie du cancer. La pertinence clinique
des polymorphismes par rapport à la croissance a récemment été montrée pour des
enfants normaux en croissance (article en préparation) et pour des enfants nés petits
pour leur âge gestationnel chez qui la croissance et la réponse à la GH étaient
associées avec le génotype du promoteur d’IGFBF3 [309].
La pertinence de ces SNPs quant au risque de cancer a été suggérée par
plusieurs études épidémiologiques qui examinaient leur association avec différents
cancers. Une étude a démontré que les patients avec une hyperplasie prostatique
avec un génotype -202 AC ou CC avaient un risque plus élevé d’avoir une maladie
métastasique que les patients homozygotes AA t310]. Une autre étude effectuée
avec des femmes chinoises a montré que les femmes homozygotes CC pour le
polymorphisme —202 avaient un risque de développer un cancer du sein plus élevé
que les autres [311]. Une troisième étude a démontré un risque élevé de
développement d’un cancer du côlon chez les gens possédant un génotype AC ou
CC en combinaison avec l’allèle IRS1 G972R qui est un polymorphisme dans
l’« insulin receptor substrate 1» [312]. finalement, deux équipes ont observé des
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niveaux circulants d’IGFBP-3 inférieurs aux contrôles chez des patients atteints
d’un cancer de la vessie [313;314]. Puisque les travaux sur les interactions de
molécules telles que l’acide rétinoïque, la 1,25-dihydroxyvitamine D3 et les anti
estrogènes avec le promoteur d’IGfBP3 progressent, le génotypage pour les SNPs
du promoteur de l’IGfBF3 pourrait permettre de prédire l’efficacité clinique de ces
molécules dans la prévention et/ou le traitement du cancer. Évidemment, la
compréhension des bases moléculaires de la variabilité interindividuelle des niveaux
tissulaires et sériques d’IGFBP-3 est la prochaine étape.
5. Conclusion
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En conclusion, nous avons pu démontrer que les polymorphismes -202 A/C
et -185 C/T affectaient l’activité de transcription du promoteur de l’IGfBP3 dans un
modèle cellulaire in vitro. Ces résultats concordent avec les données obtenues in
vivo démontrant que les niveaux sériques d’IGFBP-3 sont associés avec le génotype
du promoteur d’IGfBP3. Nous avons aussi observé que ces polymorphismes
affectaient l’activité du promoteur suite à un traitement avec l’insuline. Une
recherche in siÏico nous a permis d’identifier un site de liaison au facteur de
transcription USF entre les deux polymorphismes et cette liaison a été prouvée par
des essais de retard sur gel. Par ces expériences, nous avons démontré qu’USF-l et
USf-2 se liaient au site de liaison et que cette interaction était affectée par la
méthylation du promoteur. Ce lien entre l’état de la méthylation et la liaison méthyl
sensible du facteur USF est important puisque nous avions déjà observé que les
patrons de méthylation du promoteur de l’IGfBF3 étaient influencés par les
polymorphismes -202 et -185 dans les leucocytes humains. Nous avons de plus
détenTiiné que le site de liaison du facteur U$F était important dans la réponse à un
traitement à l’insuline puisque la mutation de ce site a grandement diminué cette
réponse par rapport au site non muté. Nous suggérons que les polymorphismes
étudiés dans ce projet, par leur impact sur la méthylation locale de séquences CpG,
modulent l’interaction de facteurs de transcription tels qu’U$F avec le promoteur
d ‘IGfBP3.
Une meilleure compréhension de la régulation du promoteur d’IGfBP3 et de
l’implication des polymorphismes aura de nombreuses répercussions cliniques. Il
sera possible de mieux comprendre la diversité biologique et expliquer les traits
complexes. Cela nous permettra d’optimiser l’usage de l’IGfBP-3 dans
l’investigation des patients de petite taille. Nous pourrons aussi mieux prédire la
réponse à des régulateurs connus (insuline, GH, estrogène, rétinol) selon
l’haplotype. Nous pourrons finalement mieux évaluer le risque relatif pour
différents cancers et aussi mieux évaluer l’efficacité de diverses molécules dans la
prévention et/ou le traitement de ces cancers.
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